Tst gene expression activation by using CRISPR/dCas9-VPR system in mouse cell line by Lenardič, Ajda
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA KEMIJO IN KEMIJSKO TEHNOLOGIJO 
 
 
 
DIPLOMSKO DELO 
Ajda Lenardič 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019
    
  
  
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA KEMIJO IN KEMIJSKO TEHNOLOGIJO 
 
 Aktivacija izražanja gena Tst z metodo CRISPR/dCas9-VPR 
v mišji celični liniji 
DIPLOMSKO DELO 
 
UNIVERZITETNI ŠTUDIJSKI PROGRAM 1. STOPNJE 
BIOKEMIJA 
 
 
Ajda Lenardič 
 
MENTOR: prof. dr. Simon Horvat 
DELOVNI MENTOR: doc. dr. Jernej Ogorevc 
 
 
 
Ljubljana, 2019 
    
  
  
 
IZJAVA O AVTORSTVU 
diplomskega dela 
 
 
 
 
 
 
 
 
Spodaj podpisana Ajda Lenardič  
 
sem avtorica diplomskega dela z naslovom:  
 
 Aktivacija izražanja gena Tst z metodo CRISPR/dCas9-VPR v mišji celični liniji 
 
S svojim podpisom zagotavljam, da: 
 
• je diplomsko delo izključno rezultat mojega lastnega raziskovalnega dela pod 
mentorstvom prof. dr. Simona Horvata; 
 
• sem poskrbela, da so dela in mnenja drugih avtorjev, ki jih uporabljam v 
predloženem diplomskem delu, navedena oziroma citirana v skladu z navodili; 
 
• se zavedam, da je plagiatorstvo, v katerem so tuje misli oziroma ideje predstavljene 
kot moje lastne, kaznivo po zakonu (Zakon o avtorski in sorodnih pravicah – uradno 
prečiščeno besedilo (ZASP-UPB3) (Ur. list RS, št. 16/2007); 
 
• sem poskrbela za slovnično in oblikovno korektnost diplomskega dela; 
 
• je elektronska oblika diplomskega dela identična tiskani obliki diplomskega dela. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V Ljubljani, 20.8.2019      Podpis avtorice: 
  
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
Zahvala 
 
Iskreno se zahvaljujem  prof. dr. Simonu Horvatu, da me je sprejel pod svoje mentorstvo 
in mi omogočil delo na področju, ki me resnično zanima. Zahvaljujem se mu za  
dostopnost, izjemno odzivnost, odprtost za  ideje  ter za nasvete in spremljanje nastajanja 
moje diplomske naloge. 
Delovnemu mentorju doc. dr. Jerneju Ogorevcu se zahvaljujem za koristne nasvete ter za 
spremljanje in pomoč pri eksperimentalnem delu.  
 
Osebju v genetskem laboratoriju 2 na Katedri za genetiko, animalno biotehnologijo in 
imunologijo, Oddelka za zootehniko in animalno tehnologijo Biotehniške fakultete 
Univerze v Ljubljani, v katerem sem opravila eksperimentalno delo, se želim zahvaliti za 
topel sprejem, popestritev dela in tehnično pomoč.  
dr. Dušku  Lainščku  z odseka  D12 (Odsek za sintezno biologijo in imunologijo) na 
Kemijskem inštitutu se  zahvaljujem za vektorje pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9, 
pCMV-dCas9:NLS:VPR in pCAG-EGxxFP, prof. dr. Tomažu Accettu iz Katedre za 
mikrobiologijo in mikrobno biotehnologijo Oddelka za zootehniko in animalno 
tehnologijo Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani pa se zahvaljujem za bakterije 
E.coli seva TOP 10 in za nasvete, povezane z delom z omenjenimi bakterijami.  
 
 
 
 
 
 
  
 
  
  
 
 Kazalo  
1 Uvod .............................................................................................................................1 
1.1 Debelost in sladkorna bolezen tipa 2 .................................................................... 1 
1.1.1 Povezava med debelostjo in SBT2 ............................................................... 1 
1.1.2 Posledice in razširjenost debelosti in SBT2 ................................................. 2 
1.1.3 Trenutno poznana zdravila in terapije za zdravljenje debelosti in SBT2 ..... 3 
1.1.4 Vloga in raziskovanje genetike pri debelosti in z njo povezani SBT2 ......... 5 
1.2 Gen Tst in njegov protein ..................................................................................... 6 
1.2.1 Značilnosti gena Tst in njegovih regulatornih elementov ............................ 6 
1.2.2 Tiosulfat sulfotransferaza (TST), protein gena Tst ...................................... 7 
1.2.3 Povezava Tst in njegovega proteina z debelostjo in SBT2 .......................... 8 
1.3 CRISPR/(d)Cas9 ................................................................................................... 9 
1.3.1 Sistem CRISPR/Cas9 ................................................................................... 9 
1.3.2 Mehanizem delovanja modificiranega sistema CRISPR/Cas9 tipa IIa iz S. 
pyogens ....................................................................................................... 10 
1.3.3 Sistem CRISPR dCas9 ............................................................................... 13 
1.3.4 Aktivatorski sistem CRISPR dCas9/VP64-RELA(p65)-Rta 
(CRISPR/dCas9-VPR) ............................................................................... 13 
2 Namen dela in hipoteze ............................................................................................15 
3 Materiali in metode ...................................................................................................17 
3.1 Uporabljeni materiali .......................................................................................... 17 
3.1.1 Laboratorijska oprema in plastika .............................................................. 17 
3.1.2 Posamezni reagenti ..................................................................................... 18 
3.1.3 Seti/kompleti regentov ................................................................................ 19 
3.1.4 Bakterije in  celične linije sesalskega izvora .............................................. 19 
3.1.5 Vektorji ....................................................................................................... 19 
  
 
  
  
 
 
3.1.7 Začetni oligonukleotidi za pripravo dvoverižnega DNA zapisa za vmesniški 
zaporedji sgRNA_Sy oz. sgRNA_T2 z metodo prileganja začetnih 
oligonukleotidov. ........................................................................................ 20 
3.1.8 Sintetična sgRNA ....................................................................................... 20 
3.1.9 Mišja genomska DNA ................................................................................ 20 
3.2 Izbira tarčnega zaporedja na lokusu Tst oz. ustreznega vmesniškega zaporedja 
sgRNA ................................................................................................................ 21 
3.3 (Splošne) metode dela z DNA ............................................................................ 21 
3.3.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) ......................................................... 21 
3.3.2 Agarozna gelska elektroforeza ................................................................... 21 
3.3.3 Cepitev DNA z restrikcijskimi encimi ....................................................... 22 
3.3.4 Ligacija ....................................................................................................... 22 
3.4 Cepitev DNA in vitro z nukleazo Cas9 in sintetično sgRNA_Sy ...................... 22 
3.5 Priprava rekombinantnih DNA konstruktov ....................................................... 23 
3.5.1 Priprava vektorja EGxxFP_Sy.................................................................... 23 
3.5.2 Priprava vektorjev pX330_T2 in pX330_Sy .............................................. 23 
3.6 Delo z bakterijami E.coli TOP 10 ....................................................................... 24 
3.6.1 Priprava kompetentnih bakterij .................................................................. 24 
3.6.2 Transformacija kompetentnih bakterij in gojenje transformiranih bakterij 24 
3.6.3 Izolacija vektorske DNA iz bakterijskih tekočih kultur ............................. 24 
3.7 Določanje DNA nukleotidnih zaporedij s sekvenciranjem ................................ 25 
3.7.1 Pomnožitev fragmentov iz izoliranih vektorjev pX330_T2, pX330_Sy in 
EGxxFP_Sy  s PCR .................................................................................... 25 
3.7.2 Čiščenje produktov PCR ............................................................................ 25 
3.7.3 Sekvenčna reakcija s kompletom reagentov BigDye v3.1 ......................... 25 
3.7.4 Čiščenje produktov sekvenčne reakcije ...................................................... 25 
3.7.5 Določanje zaporedja DNA s kapilarno elektroforezo ................................. 26 
 
  
 
  
  
 
3.8 Gojenje in transfekcija celičnih linij NIH3T3 in HEK293 ................................. 26 
3.8.1 Odmrzovanje in gojenje celičnih linij ........................................................ 26 
3.8.2 Zamrzovanje celičnih kultur ....................................................................... 26 
3.8.3 Transfekcija sesalskih celic ........................................................................ 27 
3.9 Izolacija RNA ..................................................................................................... 27 
3.10 Obratna transkripcija in PCR v realnem času (RT-qPCR) .................................. 27 
3.10.1 Obratna transkripcija (RT).......................................................................... 27 
3.10.2 Izvedba qPCR ............................................................................................. 28 
3.10.3 Analiza rezultatov qPCR ............................................................................ 28 
4 Rezultati in razprava ................................................................................................29 
4.1 Izbira celične linije za poskus aktivacije izražanja gena Tst .............................. 29 
4.2 Izbira tarčnega zaporedja na lokusu Tst oz. ustreznega vmesniškega zaporedja 
sgRNA za poskus povečanja izražanja Tst ......................................................... 29 
4.3 Preverjanje ustreznosti delovanja sgRNA_Sy .................................................... 30 
4.3.1 Cepitev DNA in vitro ................................................................................. 30 
4.3.2 Cepitev tarčne DNA s sgRNA_Sy in proteinom Cas9 v celičnem okolju (test 
z modificiranim vektorjem pCAG-EGxxFP) ............................................. 31 
4.4 Preverjanje ustreznosti delovanja proteinske fuzije dCas9-VPR ....................... 34 
4.4.1 Preverjanje ustreznosti zaporedij vektorjev pX330_T2 in pCMV-
dCas9:NLS:VPR ......................................................................................... 34 
4.4.2 Poskus povečanja izražanja gena Oct4 za potrditev delovanja proteinske 
fuzije dCas9:VPR ....................................................................................... 36 
4.5 Poskus povečanja izražanja gena Tst v celicah NIH3T3 .................................... 39 
5 Zaključek ...................................................................................................................45 
6 Literatura ..................................................................................................................47 
Priloga 1: Vektorska karta vektorja pCAG-EGxxFP (Addgene #50716) ................54 
Priloga 2: Vektorska karta vektorja pCMV-dCas9:NLS:VPR ................................55 
Priloga 3: Vektorska karta vektorja pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 
(Addgene #42230) ......................................................................................................... 56 
  
 
 
 
  
  
 
Priloga 4: Celotna zaporedja, dobljena pri določanju nukleotidnih zaporedij .......57 
Priloga 5: Podatki o standardnih odmikih (SD) umeritvenih krivulj za izračun 
učinkovitosti začetnih oligonukleotidov, uporabljenih pri qPCR ............................ 58 
  
 
  
  
 
Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
  
(s)gRNA vodilna ribonukleinska kislina, vodilna RNA (angl. (single) guide RNA) 
(v/v) volumski delež 
(w/v) masni delež glede na volumen 
3'-UTR     3'-neprevedena regija 
5'-UTR     5'-neprevedena regija 
Actb beta aktin  
Akt protein kinaza B 
AMPK s 5'-AMP aktivirana protein kinaza  
ATM makrofagi maščobnega tkiva (angl. adipose tissue macrophages) 
B2m mikroglobulin β2 
bp bazni par(i) 
C/EBPα protein alfa, ki veže ojačevalno zaporedje CCAAT (angl. 
CCAAT/enhancer binding protein) 
Cas9 s CRISPR povezan protein 9 (angl. CRISPR-associated protein 9) 
CCL2 kemokin (C-C motiv) liganda 2 (angl. Chemocine (C-C motif) ligand 2) 
cDNA komplementarna deoksiribonukleinska kislina, komplementarna DNA 
CRISPR gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev  (angl. 
Clustered regulatry interspaced short palindromic repeat) 
crRNA CRISPR kodirana ribonukleinska kislina, CRISPR kodirana RNA (angl. 
CRISPR coding RNA) 
CT pražni cikel (angl. treshold cycle) 
dCas9 katalitično mrtvi Cas9 (angl. Cas9 Endonuclease Dead ali Dead Cas9 
ali Nuclease Deactivated Cas9, nuclease-deficient Cas9) 
DMEM po Dulbeccu modificirano Eaglovo gojišče (ang. Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium) 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
dNTP deoksinukleotidtrifosfat 
DSB dvoverižni prelom (angl. double strand breaks) 
EGFP Izboljšan (ojačan) zeleno fluorescirajoči protein (angl. enhanced green 
fluorescent protein) 
ESRRB estrogenu podobni receptor beta (angl. Estrogen related receptor beta) 
FBS fetusni serum goveda / plodov serum goveda 
FTO gen maščobnega tkiva in debelosti, uradno poimenovanje: od alfa-
ketoglutarata odvisna dioksigenaza  
Gapdh gliceraldehid-3-fosfatdehidrogenaza  
 
  
 
 
  
 
 
GWAS asociacijska študija na celotnem genomu (angl. Genome Wide 
Association Study) 
HBSS Hankova raztopina z uravnoteženimi solmi (angl. Hank's balanced salt 
solution) 
HDR popravljanje s homologno rekombinacijo (angl. Homology-directed 
repair) 
IL-1           interlevkin 1  
IL-6 interlevkin 6 
INSR inzulinski receptor 
IRS1 substrat inzulinskega receptorja 1 (angl. insulin receptor substrate 1) 
IRS2 substrat inzulinskega receptorja 2 (angl. insulin receptor substrate 2) 
ITM indeks telesne mase 
LB (gojišče) Luria-Bertani 
miRNA mikro ribonukleinska kislina, mikro RNA 
MK maščobna kislina 
Mpst merkaptopiruvat sulfotransferaza 
mRNA informacijska ribonukleinska kislina, informacijska RNA (angl. 
messenger RNA) 
NHEJ spajanje nehomolognih koncev (angl. non-homologous end joining) 
nt nukleotid(i) 
Oct4 oktamer-vezavni transkripcijski faktor 4 (angl. octamer-binding 
transcription factor 4) 
RELA protoonkogen RELA, podenota NF-kB (angl. RELA proto-oncogene, 
NF-kB subunit) 
PAM motiv ob protovmesniku (angl. protospacer adjacent motif) 
PCR verižna reakcija s polimerazo  (angl. Polymerase Chain Reaction) 
PPARγ jedrni receptor gama, ki ga aktivira peroksisomski proliferator (angl. 
peroxisome proliferator-activated receptor gamma) 
qPCR verižna reakcija s polimerazo v realnem času, PCR v realnem času 
RELA protoonkogen RELA, podenota NF-kB (angl. RELA proto-oncogene, 
NF-kB subunit) 
RNA ribonukleinska kislina 
RNP 
(kompleks) 
ribonukleoprotein(ski) (kompleks) 
ROS reaktivne kisikove zvrsti (angl. Reactive Oxigen Species) 
rpm obrati na minuto 
rRNA ribosomska ribonukleinska kislina, ribosomska RNA 
Rta transaktivator iz virusa Epstein–Barr R 
  
 
  
  
 
 
RT-qPCR obratna transkripcija in verižna reakcija s polimerazo v realnem času, 
obratna transkripcija in PCR v realnem času (angl. quantitative reverse 
transcription polymerase chain reaction, two step RT-qPCR) 
SBT2 sladkorna bolezen tipa 2 
SNP polimorfizem posameznega nukleotida (angl. Single nucleotide 
polymorphism, SNP) 
SOC super-optimalno gojišče z glukozo 
sod. sodelavci 
SSA prileganje enoverižnih DNA (angl. Single strand annealing) 
Ta temperatura prileganja (angl. annealing temperature) 
TF transkripcijski faktor 
TLR Tollu podobni receptor 4 (angl. Toll-like receptor) 
TNF-α        tumor nekrozni faktor α (ang. tumor necrosis factor α) 
tracrRNA trans-aktivirajoča CRISPR RNA (angl. trans-activating CRISPR RNA) 
Tst, TST tiosulfat sulfotransferaza (gen in protein) 
UL Univerza v Ljubljani 
VPR proteinska fuzija štirih tandemskih ponovitev transkripcijskega faktorja 
VP16 iz virusa Herpes simplex, podenote NF-kB protoonkogena RELA 
in transaktivatorja iz virusa Epstein–Barr R (Rta) 
WHO Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World Health Organisation) 
  
 
  
  
 
Aktivacija izražanja gena Tst z metodo CRISPR/dCas9-VPR v mišji celični liniji 
Povzetek: 
Debelost in z njo povezana sladkorna bolezen tipa 2 (SBT2) sta med najbolj razširjenimi 
boleznimi sodobnega časa. Na svetu je 13% odraslih debelih in 39 % prekomerno težkih, 
za SBT2 pa trpi okrog 8 % svetovne populacije. Zaenkrat še ne poznamo učinkovite 
terapije, ki bi uspešno zdravila ali celo preprečevala obe bolezni, hkrati pa ne bi imela 
sistemskih oziroma centralnih učinkov. Tst kot eden redkih genov z dokazano vlogo pri 
ohranjanju metabolično zdravega fenotipa predstavlja potencialno zelo zanimivo 
terapevtsko tarčo. Na podlagi predhodno dokazane korelacije med visokim izražanjem 
Tst in nizkim deležem maščevja ter nizkim deležem plazemske glukoze pri miših in ljudeh 
smo v diplomski nalogi s sistemom CRISPR/dCas9-VPR poskušali povečati izražanje Tst 
v trajni celični liniji mišjega izvora, NIH3T3. Ta celični model bi lahko služil kot osnova 
za nadaljnje raziskovanje in razvoj aplikacij, na primer terapij za zdravljenje SBT2 in 
debelosti. Potencialno tarčno regijo za vezavo sgRNA na lokusu Tst smo izbrali na osnovi 
bioinformacijske analize regulatornih elementov tarčnega gena. Glede na izbrano tarčno 
regijo smo zasnovali sgRNA. S cepitvijo DNA in vitro in s testom z vektorjem pCAG-
EGxxFP v celicah HEK293 smo dokazali, da se izbrana sgRNA ustrezno veže na tarčno 
DNA tako in vitro kot v celičnem okolju. Z uspešnim povečanjem izražanja gena Oct4 
smo preverili tudi, da proteinska fuzija dCas9-VPR v celicah NIH3T3 deluje ustrezno. S 
kombinacijo zasnovane sgRNA in proteinske fuzije dCas9-VPR iz vektorja pCMV-
dCas9:NLS:VPR smo nato poskušali povečati izražanje Tst v celicah NIH3T3, vendar 
statistično značilnega povečanja transkripcije nismo opazili.  Najverjetnejši vzroki za to 
so prenizka učinkovitost transfekcije, neustrezno izbrana tarčna regija za vezavo sgRNA, 
odsotnost konstitutivnega izražanja sgRNA zaradi vnosa slednje v sintetični obliki ali pa 
odsotnost določenega transkripcijskega dejavnika, ki je potreben za izražanje gena Tst, v 
celicah NIH3T3. Kljub temu, da izražanja Tst nismo uspeli statistično značilno povečati, 
smo v diplomskem delu prišli do nekaterih ugotovitev, ki bi lahko služile kot osnova za 
nadaljnje poskuse regulacije izražanja genov s sistemom CRISPR/dCas9 in s tem pri 
razvoju terapij za debelost, SBT2 in druge bolezni, ki bi jih bilo mogoče zdraviti  z 
regulacijo izražanja endogenih genov. 
 
 
Ključne besede: CRISPR/dCas9-VPR, Tst, NIH3T3, debelost, sladkorna bolezen tipa 2 
  
 
  
  
 
Tst gene expression activation by using CRISPR/dCas9-VPR system in mouse cell 
line 
Abstract: 
Nowadays, obesity and type 2 diabetes, often associated with it, are amongst the most 
widespread health disorders. According to the World Health Organisation, 13 % of the 
world adult population is obese and 39 % is overweight; 8 % suffer from type 2 diabetes. 
Currently, treatment that would efficiently cure or even prevent both diseases without 
having systemic and/or central effects simultaneously does not exist. Being one of a few 
genes with the proven role in maintaining metabolic health, Tst manifests a very 
interesting potential therapeutic target. High Tst expression has been proven to correlate 
with low fat mass and with low blood glucose levels in mice as well as in humans. Based 
on these correlations, we tried to activate Tst expression in mouse cell line NIH3T3 by 
using CRISPR/dCas9-VPR system. Firstly, target DNA sequence for sgRNA binding was 
chosen based on the regulatory regions in Tst locus. According to the chosen target 
sequence, sgRNA was designed. By successful cleavage of the target DNA in vitro and 
in the cellular environment, we showed that designed sgRNA is able to bind target DNA 
sequence. By using activation complex dCas9-VPR, expressed from vector pCMV-
dCas9:NLS:VPR, we successfully activated Oct4 transcription and therefore proved that 
this activation complex works well in NIH3T3 cell line. Having both components tested, 
we tried to activate transcription of Tst by transfecting NIH3T3 cells with the designed 
sgRNA and vector pCMV-dCas9:NLS:VPR. Unfortunately, no significant change in 
gene expression was observed. Lack of activation might have been the consequence of 
very poor transfection efficiency and/or wrong choice of the target DNA region and/or 
lack of constitutive expression of sgRNA, since the cells were transfected with sgRNA in 
synthetic form and/or lack of transcription factor(s) required for Tst expression in 
NIH3T3 cell line. Despite unsuccessful Tst activation, we believe that our work provides 
good basis for additional attempts of Tst – and potentially some other gene – expression 
activation using CRISPR/dCas9 system and therefore for the development of treatments 
for obesity, type 2 diabetes and some other diseases that could be treated by genetic 
manipulations. 
 
 
Keywords: CRISPR/dCas9-VPR, Tst, NIH3T3, obesity, type 2 diabetes 
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1 Uvod  
 
 
1.1 Debelost in sladkorna bolezen tipa 2 
 
Debelost je zdravstveno stanje, pri katerem je presežek telesne maščobe nakopičen do 
tolikšne mere, da ima lahko negativne učinke na zdravje. Je eden največjih globalnih 
zdravstvenih problemov sodobnega časa. Debelost lahko diagnosticiramo s pomočjo 
merjenja indeksa telesne mase (ITM). ITM je definiran kot razmerje med posameznikovo 
telesno maso in kvadratom njegove višine. V splošnem se za osebe z debelostjo smatra tiste, 
ki imajo ITM večji od 30 kg/m2, osebam z ITM med 25 in 30 kg/m2 pa pripisujemo status 
prekomerno težkih [1].  
Sladkorna bolezen tipa 2 (SBT2) oziroma diabetes mellitus tipa 2 je metabolična motnja, ki 
se izraža v obliki povišane koncentracije krvnega sladkorja, neodzivnosti celic na inzulin in 
relativnega pomanjkanja inzulina. Diagnosticiramo jo s kombinacijo kvantitativnih testov in 
bolezenskih znakov, ki se pojavljajo. Na splošno velja, da mora biti za postavitev diagnoze 
presežena vrednost plazemske glukoze 7,0 mmol/l (126 mg/dl) v teščem stanju, oziroma 
11,1 mmol/l (200 mg/dl) dve uri po oralnem vnosu 75 g glukoze. Patofiziološko SBT2 lahko 
razložimo kot nezadostno proizvajanje hormona inzulina v celicah beta trebušne slinavke, 
ki po principu povratne zanke nastane zaradi neodzivnosti oziroma rezistence tarčnih celic 
(predvsem v mišicah, jetrih in maščobnem tkivu) na inzulin. Posledica tega je povečana 
koncentracija glukoze in pomanjkanje inzulina v krvi [2]. Nasprotno ima lahko patološke 
učinke tudi prekomerna koncentracija inzulina v krvi. Posebej v zgodnejših stadijih SBT2 
(t.i. pred-diabetes), ko je trebušna slinavka še funkcionalna, zaradi inzulinske rezistence le-
ta proizvaja še več inzulina. Slednje pa ima lahko negativne posledice na razvoj metabolnih 
zapletov in tudi raka [3, 4]. 
 
1.1.1 Povezava med debelostjo in SBT2 
SBT2 se pogosto razvije postopoma kot posledica debelosti. Hipoteza »varčnih genov« 
(angl. »thrifty gene« hypothesis) predpostavlja, da sta se debelost in inzulinska rezistenca, 
ki je osnova SBT2, razvijali ko-evolucijsko, kot odziv na pogostejša obdobja lakote. V 
takšnih pogojih naj bi periferna inzulinska rezistenca organizem ščitila pred akutno 
hipoglikemijo, povečana učinkovitost pri shranjevanju maščob, ko je hrana na voljo, pa naj 
bi organizem varovala pred obdobji stradanja. Hipotezo potrjujejo številne raziskave, ki 
ugotavljajo, da se v družbah, ki so po življenjskem slogu bližje izvornim človeškim oziroma 
primatnim družbam (npr. Aboridžini, ljudstvo Samoa), inzulinska rezistenca pojavlja 
bistveno pogosteje kot med razvitejšimi deli sveta, kjer je način življenja precej bolj oddaljen 
od najzgodnejšega [5, 6, 7, 8].  
 2 
 
Povezavo med SBT2 in debelostjo lahko razložimo tudi na molekularni ravni. Pri debelih 
ljudeh v maščobnem tkivu pride do hipertrofije adipocitov do velikosti, ki presega difuzijsko 
razdaljo kisika, kar vodi v hipoksijo. Hipoksija povzroči nekrozo adipocitov, stranski 
produkti slednje pa izzovejo vnetje [5, 9]. Glavno vlogo pri takšnem vnetju imajo makrofagi 
maščobnega tkiva (angl. adipose tissue macrophages, ATM). ATM so glavni vir izločanja 
številnih vnetnih citokinov, med drugim interlevkina 6 (IL-6), interlevkina 1 (IL-1), kemokin 
(C-C motiv) liganda 2 (CCL2) in tumor nekroznega faktorja α (TNF-α). Najpomembnejši 
med naštetimi, TNF-α, preide v sistemski krvni obtok in v tarčnih tkivih vpliva na glukozni 
metabolizem in z njim povezano inzulinsko signalizacijo preko številnih mehanizmov. 
Najbolj poznan je njegov vpliv na fosforilacijo proteinov inzulinske in glukozne signalne 
poti. Posredno na primer omogoči fosforilacijo enega od serinov v proteinu substrat 
inzulinskega receptorja 1 (IRS1), ki je adaptorski protein inzulinskega receptorja (INSR), 
preko katerega inzulin vstopa v celico. Ko je serin na IRS1 fosforiliran, IRS1 deluje kot 
inhibitor INSR, zaradi česar se bistveno zmanjša možnost vstopa inzulina v celico [10]. 
TNF-α interferira tudi z mediatorji signalnih poti, ki vplivajo na delovanje transkripcijskih 
faktorjev (TF), ključnih za transkripcijo genov za proteine inzulinske in glukozne 
metabolične in signalne poti. Med TF, katerih delovanje ali izražanje TNF-α posredno 
inhibira, sta med drugim jedrni receptor gama, ki ga aktivira peroksisomski proliferator 
(angl. peroxisome proliferator-activated receptor gamma, PPARγ) in protein alfa, ki veže 
ojačevalno zaporedje CCAAT (angl. CCAAT/enhancer binding protein, C/EBPα). Kot 
posledica inhibicije omenjenih TF se v celici zmanjša količina glukoznega transporterja 
GLUT4, kar vodi v zmanjšan vnos glukoze v celico. Zmanjšan vnos glukoze in zmanjšana 
občutljivost za inzulin v tarčnih tkivih preko že omenjene povratne zanke lahko vplivata na 
zmanjšanje izločanja inzulina v pankreasu, kar vodi v razvoj SBT2 [6, 11, 12]. 
Zaradi s hipoksijo povzročenega oksidativnega stresa v adipocitih nastajajo za celice 
toksične reaktivne kisikove zvrsti (angl. Reactive Oxigen Species, ROS). Dokler ROS 
nastajajo v majhnih količinah, jih mitohondriji uspešno odstranjujejo. Ko pa se ROS 
nakopičijo v večji meri, pride do motenj ali celo odpovedi delovanja mitohondrijev. To lahko 
sproži celično smrt preko apoptoze. Apoptoza, podobno kot nekroza, aktivira določene 
vnetne faktorje, ki bistveno prispevajo k razvoju inzulinske rezistence [13, 14, 15]. 
 
1.1.2 Posledice in razširjenost debelosti in SBT2  
Tako debelost kot SBT2 pri bolnikih močno povečujeta pojavnost nekaterih drugih bolezni. 
Obe povečujeta verjetnost pojava kardiovaskularnih bolezni. V primeru debelosti je poleg 
tega izrazito povečana še možnost pojava spalne obstruktivne apneje, osteoartroze, ulkusov, 
ki se težko celijo, določenih tipov raka, sindroma policističnih ovarijev in depresije. Pri 
bolnikih s SBT2 se pogosto pojavljajo odpoved ledvic in motnje vida, v nekaterih primerih 
bolniki celo oslepijo. Nekatere raziskave SBT2 povezujejo tudi z nevrodegenerativnimi 
boleznimi kot sta Alzheimerjeva bolezen in demenca. Pri bolnikih z debelostjo in SBT2 je 
pričakovana življenjska doba deset let krajša od siceršnje [16, 17, 18, 19].  
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Trenutna statistika svetovne zdravstvene organizacije (angl. World Health Organisation, 
WHO) kaže, da je na svetu trenutno 13 % odraslih debelih, 39 % pa je prekomerno težkih. 
Med otroki in v razvitem svetu sta omenjena deleža še precej višja. Raziskave WHO kažejo, 
da naj bi število debelih in prekomerno težkih v prihodnjih letih strmo naraščalo, s tem pa 
naj bi se močno povečeval tudi delež ljudi s SBT2 [1, 18]. SBT2 je sicer že sedaj 
najpogostejša oblika sladkorne bolezni, saj kar 90-95 % sladkornih bolnikov trpi za boleznijo 
tega tipa. Po podatkih iz leta 2014 ima SBT2 7,6 - 8,1 % svetovne populacije [20]. 
1.1.3 Trenutno poznana zdravila in terapije za zdravljenje debelosti in SBT2 
Zaradi razširjenosti debelosti in SBT2 znanstveniki že leta iščejo tako zdravila kot načine za 
preprečevanje nastanka obeh bolezni. Farmakoterapije, ki jih trenutno uporabljamo za 
zdravljenje omenjenih bolezni, pa tudi tiste, ki jih zaenkrat zgolj proučujejo, so povzete v 
tabeli 1. Seveda tako pri preventivi kot kurativi vsaj delno pomaga gibanje, ustrezna prehrana 
in na splošno zdrav življenjski slog, vendar pa v nekaterih primerih to ni dovolj [21].  
 
Iz tabele 1 je razvidno, da kljub dokaj velikemu naboru farmakoterapij zaenkrat še ne 
poznamo formule, ki bi omogočala učinkovito sočasno zdravljenje debelosti in z njo 
povezane SBT2, hkrati pa ne bi imela sistemskih oziroma centralnih učinkov, ki zmanjšujejo 
učinkovitost terapij in otežujejo ali celo onemogočajo nadzor nad neželenimi učinki. Prav 
tako zaenkrat še ne poznamo terapije, ki bi omogočala preprečevanje nastanka navedenih 
bolezni. S čedalje boljšim razumevanjem genetske osnove debelosti in SBT2 ter z velikim 
napredkom na področju razvoja metod za manipulacijo človeškega genoma v zadnjih letih, 
se pojavlja vprašanje, ali bi bilo možno debelost in SBT2 učinkovito zdraviti (in 
preprečevati) z manipulacijo genetskih dejavnikov, povezanih z obema boleznima. Za boljši 
teoretični vpogled v to možnost je v nadaljevanju poglavja najprej predstavljen pregled vloge 
genetike pri omenjenih boleznih. Splošni vlogi genetike sledi predstavitev enega od genov, 
ki bi lahko predstavljal ustrezno tarčo za zdravljenje, na koncu uvodnega poglavja pa je 
opisana še metoda, s katero bi na izbrani gen potencialno lahko vplivali.  
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Tabela 1: Trenutno poznane farmakoterapije za zdravljenje debelosti in SBT2. Zeleno so osenčene 
farmakoterapije, ki jih že uporabljamo, rumeno pa tiste, katerih uporabnost znanstveniki trenutno 
še preučujejo. 
tarča farmakološko 
sredstvo/ 
terapija 
mehanizem 
delovanja  
prednosti slabosti viri 
inzulinska 
signalna pot 
rekombinantni 
hormon inzulin 
nadomešča 
primanjkljaj inzulina, 
ki ga telo proizvaja v 
premajhni meri; 
zdravilo za SBT2 
zelo učinkovito 
lajša simptome 
SBT2, bolniki 
živijo praktično 
normalno 
• ne odpravlja vzrokov 
SBT2, ne zdravi 
debelosti 
•  
22 
različne 
tarče -  
terapije za 
SBT2  
sulfonilurea, 
meglitinidi, 
inhibitorji DPP-
4, agonisti 
receptorja GLP-
1, inhibitorji 
SGLT2 
preko različnih 
mehanizmov vplivajo 
na privzem inzulina 
in glukoze v tkiva, 
nekatera vplivajo na 
sproščanje inzulina in 
glukagona 
precej olajšajo 
simptome SBT2 
• ne odpravljajo vzroka 
SBT2, ne zdravijo 
debelosti, sistemsko 
delovanje 
 
23 
leptinska 
signalna pot 
 
rekombinantni 
peptidni hormon 
leptin 
nadomešča leptin, ki 
ga ljudje z mutacijo v 
genu za ta hormon ne 
morejo proizvajati 
velika 
učinkovitost pri 
zdravljenju 
monogene oblike 
debelosti 
ni učinkovito pri 
poligenih oblikah 
debelosti, deluje 
izrazito sistemsko in 
centralno  
5, 
24 
TF PPAR-ɣ agonisti PPAR-ɣ 
iz družine 
tiadizolidinov 
aktivira PPAR- ɣ, ki 
v maščobnem tkivu 
regulira lipolizo, 
adipogenezo, vnetje 
in glukozni transport 
(npr. vpliva na 
količino GLUT4). 
vsaj delno 
odpravlja vzrok 
debelosti in SBT2 
dokaj majhni učinki 
na debelost in SBT2, 
ker zdravilo primarno 
deluje na vnetje, 
učinki na debelost in 
SBT2 so sekundarni; 
sistemsko in 
centralno delovanje 
25, 
26 
encimi 
glukoznega 
metabolizm
a v jetrih 
(predvsem 
AMPK) 
metformin zmanjšuje 
proizvodnjo glukoze 
v jetrih 
visoka 
učinkovitost pri 
zdravljenju SBT2, 
preprečuje pojav 
nadaljnjih 
komplikacij 
ne zdravi in ne 
odpravlja vrzrokov 
debelosti 
27 
TF IKK-β agonisti IKK-β aktivirajo IKK-β, ki 
ima pomembno vlogo 
pri hipotalamični 
kontroli telesne mase 
in inzulinske 
rezistence 
preprečujejo 
pojav nadaljnjih 
komplikacij in 
delno odpravljajo 
vzroke debelosti 
in posredno SBT2 
sistemsko in 
centralno delovanje 
5, 
28 
Modulatorji 
vnetja: 
TNF-α, 
receptor za 
TNF-α,IL-1, 
ATM 
protitelesa proti 
TNF-α, 
protitelesa proti 
receptorju za 
TNF-α, 
antagonisti 
receptorjev za IL-1 
preprečujejo vnetje, 
ki nastane v 
maščobnem tkivu pri 
debelosti 
preprečujejo 
razvoj inzulinske 
rezistence,  
preprečujejo 
pojav nadaljnjih 
komplikacij 
ne odpravljajo 
debelosti, izrazito 
sistemsko delovanje 
29, 
30, 
31, 
32 
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1.1.4 Vloga in raziskovanje genetike pri debelosti in z njo povezani SBT2 
Debelost in z njo povezana SBT2 izhajata iz kompleksnega prepleta genetskih in okoljskih 
vplivov. Heritabiliteta, t.j. variabilnost fenotipov, ki jo lahko pojasnimo z variabilnostjo 
genetskih dejavnikov, je za ITM ocenjena med 40 % in 90 % [33, 34, 35].  
Z vidika genetike je preučevanje debelosti problematično, ker je pri večini ljudi debelost 
poligenega izvora. Kljub temu obstaja nekaj izjem oziroma tipov debelosti, pri katerih gre 
za monogeno lastnost. Ena najbolj znanih oblik debelosti monogenega izvora nastane zaradi 
pomanjkanja peptidnega hormona leptina, odgovornega za regulacijo energijskega 
ravnotežja v telesu. Prav odkritje, da mutacija v genu za leptin privede do debelosti, ki jo je 
mogoče zdraviti z vnosom rekombinantnega hormona, je bilo prvo, ki je potrdilo domneve, 
da ima debelost tudi genetsko osnovo [36, 37, 38]. Šele kasneje se je izkazalo, da se večine 
oblik debelosti ne da razložiti z mutacijami v enem samem genu in da gre posledično pri 
debelosti najverjetneje za kumulativne učinke več različnih genov, vplivov okolja in 
interakcij med njimi. To domnevo so znanstveniki dokončno potrdili v okviru projekta »The 
Human Obesity Gene Map«, pri katerem so do leta 2006 z različnimi metodami odkrili 244 
genov, ki vplivajo na nalaganje maščob pri miših, 317 pa so jih povezali z debelim fenotipom 
pri človeku [39]. 
Pri razumevanju poligene osnove debelosti je bil raziskovalcem močno v pomoč razvoj 
asociacijskih študij na celotnem genomu (angl. Genome Wide Association Study, GWAS). 
GWAS je oblika študije, pri kateri s pomočjo primerjave celotnega seta alelnih variant na 
genomu velikega števila subjektov določen fenotip (npr. določeno bolezensko stanje) 
povežemo z variabilnostjo v kandidatnih genih [40]. Z izrazom polimorfizem opišemo 
prisotnost dveh ali več alelov (različic enega gena), pri čemer mora biti posamezni alel 
prisoten vsaj pri 1 % populacije. Različni aleli so lahko posledica duplikacij, delecij, in-del 
mutacij ali drugih prerazporeditev na deoksiribonukleinski kislini (DNA), lahko pa so tudi 
posledica razlik v ponovitvah kratkih nukleotidnih zaporedij (mikrosateliti), daljših 
nukleotidnih zaporedij (minisateliti) ali sprememb v posameznem nukleotidu (angl. Single 
nucleotide polymorphism, SNP). Identificirani polimorfizmi imajo lahko večji ali manjši 
vpliv na opazovani fenotip [41, 42, 43, 44]. Prvi polimorfizem, povezan s povečanim ITM 
in SBT2, odkrit z GWAS, je bil leta 2007 identificiran v genu, ki ga poznamo pod imenom 
gen maščobnega tkiva in debelosti (FTO), njegovo uradno poimenovanje pa je od alfa-
ketoglutarata odvisna dioksigenaza [45]. Samo s pomočjo GWAS so znanstveniki nato do 
leta 2015 identificirali 119 genetskih variant, ki lahko vplivajo na debelost, od takrat pa se 
je število teh variant še precej povečalo - marca 2018 je bilo znanih že več kot 300 SNP v 
različnih genih, ki naj bi bili pri ljudeh povezani z debelostjo. Kljub čedalje večjemu številu 
odkritih kandidatnih genov genetske osnove za debelost še vedno ne poznamo v celoti. 
GWAS namreč lahko poveže določen SNP z določenim fenotipom in nam določi 
potencialno kandidatno regijo, vendar SNP največkrat ni vzročna mutacija, ampak je z 
določenim fenotipom lahko v neravnotežju zaradi povezave (angl. linkage disequilibrium). 
Poleg tega za večino odkritih kandidatnih genov ne poznamo funkcije in s tem dejanskega 
 6 
 
doprinosa, ki bi ga lahko povezali z lastnostjo, prav tako pa ne poznamo genskih interakcij 
med temi geni  [33, 34, 46].  
 
 
1.2 Gen Tst in njegov protein 
 
Zanimivo je, da se večina znanstvenikov pri asociacijskih študijah, pa tudi pri drugih načinih 
raziskovanja genetike debelosti in SBT2, osredotoča na povezavo med vzročnimi geni in 
fenotipi, ki odražajo debelost ali celo SBT2, le redke študije pa se usmerjajo v raziskovanje 
kandidatnih genov, ki bi pojasnjevali metabolično zdrav fenotip. Prvo povezavo med 
metabolično zdravim fenotipom in polimorfizmom v določenem genu so pri miših in pri 
ljudeh odkrili leta 2016. Gre za polimorfizem v genu za tiosulfat sulfotransferazo, Tst, pri 
miših oziroma njegov ortolog, TST, pri ljudeh. Zaenkrat je to skoraj edini poznani gen s 
signifikantno vlogo pri vzpostavljanju in ohranjanju metaboličnega zdravja [47].  
 
1.2.1 Značilnosti gena Tst in njegovih regulatornih elementov 
Povezavo med metabolično zdravim fenotipom in genom Tst so najprej dokazali pri miših, 
kjer je struktura in vloga tega gena in njegovega proteina tudi najbolj raziskana. Lokus Tst 
se pri miših nahaja na kromosomu 15, na protismerni verigi (78.405.907-78.399.556 baznih 
parov (bp)). Osrednji promotor gena je na mestih 78.405.976 do 78.405.916 bp in se delno 
prekriva s 5'-neprevedeno regijo (5'-UTR) gena. Tst ima dva eksona. Prvi je dolžine 627 bp, 
drugi pa 474 bp. Med njima je 5.208 bp dolg intron [48]. Shematska struktura gena s 
povzetimi regulatornimi značilnostmi je prikazana na sliki 1.  
Gen Tst ima 3 regulatorne regije. Prva med njimi, regulatorna regija 1 (slika 1, R1), obsega 
osrednji promotor, 5'-UTR in ekson 1. Znotraj nje se nahaja področje eukromatina. 
Eukromatin načeloma omogoča boljšo dostopnost za TF in s tem večjo možnost za 
transkripcijo. V skladu s tem so na področju eukromatina znotraj R1 vezavna mesta za 
številne TF, med drugim vezavno mesto za transkripcijski faktor SP1, ki je pomemben tudi 
pri regulaciji aktivnosti leptinskega promotorja [49] in vezavno mesto za C/EBPα, ki je znan 
kot transkripcijski regulator številnih genov, povezanih z energijskim metabolizmom [50]. 
Na področju R1 so še otoki CpG in tri različne histonske modifikacije, med njimi 
trimetilacija lizina 4 na histonu 3 (H3K4me3). Prisotnost takšne histonske modifikacije je 
značilna za protein-kodirajoče promotorje, ki se aktivno prepisujejo [48]. 
Druga regulatorna regija (slika 2, R2) je v intronu gena Tst, natančneje med mesti 78.404.000 
in 78.402.750 bp. Tudi znotraj te regije najdemo področje eukromatina, ki pa je krajše kot 
pri R1. Podobno kot pri R1, so tudi znotraj R2 prisotne nekatere histonske modifikacije in 
vezavna mesta za nekatere TF. Prekrivanje področij eukromatina, metilacije lizina 4 na 
histonu 3 (H3K4me1) in vezavnega mesta za TF, imenovan estrogenu podobni receptor beta 
(angl. Estrogen related receptor beta, ESRRB) znotraj R2, bi, glede na podobno 
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razporeditev teh elementov pri nekaterih drugih genih, potencialno lahko imelo vlogo 
intragenskega ojačevalca [48, 51].  
Regulatorna regija 3 (slika 1, R3) obsega del eksona 2 in del 3'-UTR Tst [47]. 3'-UTR 
pogosto regulira izražanje genov na posttranskripcijskem nivoju, saj so tu pogosto prisotna 
vezavna mesta za različne mikro RNA (miRNA) [52]. Potencialno funkcionalna vezavna 
mesta za različne miRNA so na lokusu Tst razporejena skoraj po celotni R3, vendar pa je 
njihova frekvenca največja na petih podpodročjih. Na podlagi velikega števila predvidenih 
vezavnih mest za različne miRNA znanstveniki predpostavljajo, da je regulacija z miRNA 
verjetno odgovorna za tkivno specifično izražanje gena Tst. Tudi znotraj R3 se, podobno kot 
pri R1 in R2, nahajajo elementi, ki so ohranjeni med različnimi vrstami. Eden takšnih je 
poliadenilacijski signal (zaporedje 5'-AATAAA-3'), ki ga najdemo med 78.399.577 in 
78.399.572 bp [48].  
 
 
 
Slika 1: Lokus Tst z najpomembnejšimi regulatornimi elementi. Na lokusu Tst so tri regije z 
večjo gostoto regulatornih elementov (R1, R2, R3) [47]. Posamezni regulatorni elementi znotraj teh 
regij so označeni s pravokotniki različnih barv. Pomen posameznih barv je prikazan v legendi na 
sliki, pomen regulatornih elementov pa je razložen v besedilu.  
 
 
Mišji Tst ima en paralog, merkaptopiruvat sulfotransferazo (Mpst), in 209 ortologov, med 
katerimi je tudi človeški TST. Pri dolžinsko popolnem prekrivanju je podobnost med 
človeškim TST in mišjim Tst 90,61 %. Človeški lokus je precej manj raziskan od mišjega 
[48]. 
1.2.2 Tiosulfat sulfotransferaza (TST), protein gena Tst 
Pri miših obstajata dva transkripta gena Tst, dolžine 1.144 oziroma 2.633 bp, vendar pa glede 
na podatke v genomski bazi Ensembl [53] protein kodira samo krajši transkript. Protein, ki 
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nastane s translacijo informacijske RNA (mRNA), nastale pri transkripciji gena Tst, je encim 
dolžine 299 aminokislin in molekulske mase približno 34.000 Da. Njegova struktura ni 
poznana. Uradno ime encima je tiosulfat sulfotransferaza (TST, EC 2.8.1.1), a ga pogosto 
imenujemo kar rodenaza. Encim v mitohondrijskem matriksu katalizira cianidno 
detoksifikacijo, pri čimer s prenosom žvepla iz tiosulfatnega iona (S2O3-) cianidni ion (CN-
) pretvori v tiocianatni ion (SCN-) [54]. TST in vitro razgrajuje ROS, ki v celicah nastanejo 
kot posledica oksidativnega stresa [55], poleg tega pa sodeluje tudi pri metabolizmu H2S 
[56]. Posredno pomaga pri procesu celičnega dihanja, saj lahko prenaša žveplo na NADH 
dehidrogenazo in na regulatorne cisteinske ostanke sukcinat dehidrogenaze, s čimer se 
poveča aktivnost obeh encimov [57, 58]. TST deluje tudi kot transportni faktor za vnos 
citosolne 5S rRNA v mitohondrij [59].  
 
1.2.3 Povezava Tst in njegovega proteina z debelostjo in SBT2 
Raziskave so pokazale, da količina mRNA v maščobnem tkivu miši negativno korelira z 
nivojem plazemske glukoze in z maso maščevja. Transgene miši s povečanim izražanjem 
Tst kažejo večjo občutljivost za glukozo in inzulin po celotnem telesu, lažje in boljše 
sprejemajo inzulin v maščobno in mišično tkivo, na površini celic pa imajo povečano 
količino receptorjev GLUT4, ki so ključni za prenos glukoze iz krvi v celice. Tudi ob 
hranjenju z dieto z visoko vsebnostjo maščob takšne miši ohranijo glukozno homeostazo. V 
nasprotju z mišmi s povečanim izražanjem Tst, so miši z izbitim genom Tst (Tst -/-) že na 
normalni dieti precej bolj podvržene glukozni intoleranci od kontrolnih miši z divjim tipom 
gena Tst, pri dieti z visoko vsebnostjo maščob pa se intoleranca še poveča. Kljub temu, da 
je endogeno sproščanje inzulina pri miših Tst -/- primerljivo s sproščanjem pri kontrolni 
skupini, je občutljivost za inzulin v tarčnih tkivih pri miših Tst -/- precej zmanjšana. 
Navedena dejstva kažejo, da ima povišan nivo izražanja Tst proti-diabetične učinke in da bi 
povečano izražanje Tst lahko preprečevalo razvoj SBT2 [47].  
Znanstveniki so dokazali tudi, da nivo izražanja Tst vpliva na količino nekaterih 
mitohondrijskih encimov, ki so pomembni za odstranjevanje z oksidativnim stresom 
povezanih ROS. Če pri miših povečamo izražanje gena Tst, se poveča količina superoksid 
dismutaze 2, ki je eden od ključnih encimov pri razgradnji ROS. Če pri miših izražanje Tst 
utišamo (angl. knockdown) in jih izpostavimo oksidativnemu stresu, se nivo ROS nevarno 
poveča. Protein TST bi torej lahko imel pomembno vlogo pri odstranjevanju ROS, ki pri 
debelosti nastajajo kot posledica hipoksije zaradi hipertrofije adipocitov. To pomeni, da bi 
povečano izražanje Tst oz. njegovega proteina potencialno lahko zmanjševalo vnetje, ki pri 
debelosti nastaja v maščobnem tkivu, in na ta način preprečevalo pojav glukozne intolerance 
in z njo povezane SBT2 [47, 60]. 
Na potencialne proti-diabetične in proti-debelostne učinke povečanega izražanja Tst kaže 
tudi pozitivna korelacija med količino mRNA Tst v maščobnem tkivu in količino 
adiponektina [47]. Adiponektin je peptidni hormon, pomemben pri regulaciji nivoja glukoze 
in maščobnih kislin (MK) ter pri vzdrževanju energijske homeostaze v telesu. Deluje kot 
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aktivator  s 5'-AMP aktivirane protein kinaze (AMPK), ki pomembno vpliva na 
preklapljanje med metabolizmom glukoze in metabolizmom maščob [61]. Aktivacija AMPK 
povzroči, da se poveča vnos glukoze v celice in začne potekati glikoliza, hkrati pa se v 
celicah poveča tudi oksidacija MK [62, 63]. Poleg pozitivne korelacije med količino mRNA 
iz Tst in aktivacijo AMPK na proti-debelostne učinke Tst kaže tudi dejstvo, da se ob 
povečanju izražanja Tst poveča izražanje jetrne karnitin palmitoil transferaze 1a (Cpt1a), ki 
je eden ključnih encimov oksidacije MK, in dejstvo, da se suhe miši, ki Tst izražajo v precej 
večji meri kot debele, ne zredijo niti, če jih hranimo z dieto z zelo visoko vsebnostjo maščob. 
Negativna korelacija med izražanjem Tst in maso maščevja je bila dokazana tudi pri ljudeh 
[47]. 
 
 
1.3 CRISPR/(d)Cas9  
 
1.3.1 Sistem CRISPR/Cas9  
Sistem CRISPR (gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev, angl. 
Clustered regulatry interspaced short palindromic repeat)/Cas9 (s CRISPR povezan sistem, 
angl. CRISPR-associated protein) in njegove izpeljanke zaradi sposobnosti uvedbe 
dvoverižnih prelomov na DNA (angl. double strand breaks, DSB) in precej visoke 
specifičnosti in natančnosti pogosto uporabljamo za manipulacijo genomov različnih 
organizmov [64, 65].  
Sistem CRISPR/Cas9 so naprej odkrili pri bakterijah in arhejah, ki ga naravno uporabljajo 
kot del pridobljenega imunskega odziva za obrambo pred bakteriofagi in tujimi plazmidi 
[66, 67]. Med vrstami prokariontov se sistemi CRISPR/Cas9 nekoliko razlikujejo, v grobem 
pa jih delimo v dva razreda, znotraj katerih ločimo pet različnih tipov, ki imajo skupaj 
šestnajst podtipov. Razlike med njimi so predvsem v vsebini in arhitekturi lokusa cas ter v 
strukturi in aktivnosti proteina Cas9 [68, 69]. Znanstveniki so ugotovili, da z nekaj 
modifikacijami sisteme CRISPR/Cas9 iz mikroorganizmov lahko uporabimo za urejanje 
genoma katerega koli organizma, če le poznamo zaporedje tarčne regije [70, 71]. Za namene 
urejanja genoma najpogosteje uporabljamo modificiran sistem CRISPR/Cas9 tipa IIa, ki 
izhaja iz mikroorganizma Streptococcus pyogenes (S.pyogenes) [72].  
Ran in sodelavci (sod.), Jinek in sod. ter Cong in sod. [65, 68, 70] so sistem CRISPR/Cas9 
iz S. pyogenes za lažjo uporabo prilagodili tako, da za uspešno cepitev izbrane DNA, ki je 
osnova za njeno nadaljnje urejanje, potrebujemo samo dve molekuli, vodilno RNA (angl. 
(single) guide RNA, (s)gRNA) in protein Cas9. sgRNA je sestavljena iz dveh delov, 
vmesniškega in ogrodnega zaporedja. Ogrodno zaporedje je konstantno, saj je to del 
molekule, ki se veže v protein Cas9. Vmesniško zaporedje predstavlja variabilni del sgRNA. 
Gre za 20 nukleotidov (nt) dolgo zaporedje, ki mora biti za uspešno urejanje genoma 
komplementarno tarčnemu zaporedju na DNA, t.j. zaporedju, ki ga želimo cepiti/urediti. 
Pogoj za uspešno cepitev DNA s sistemom CRISPR/Cas9 tipa IIa je še, da se navzgor od 
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tarčnega zaporedja na komplementarni DNA verigi nahaja zaporedje 3'-NGG-5', ki ga 
imenujemo protovmesniku bližnji motivi (angl. protospacer adjacent motif, PAM) [70, 73, 
74, 75].  
 
1.3.2 Mehanizem delovanja modificiranega sistema CRISPR/Cas9 tipa IIa iz S. pyogens  
Protein Cas9 ima 5 domen, in sicer Rec I, Rec II, s PAM interagirajočo domeno ter domeni 
RuvC in HNH (slika 2A in 2C) [72]. Ogrodno zaporedje sgRNA se veže v domeno Rec I, ki 
je največja domena proteina Cas9. Vezava sgRNA v domeno RecI povzroči konformacijsko 
spremembo, ki protein aktivira. Mehanizem aktivacije preko konformacijske spremembe še 
ni popolnoma pojasnjen [76, 77]. Po aktivaciji Cas9 z vezano sgRNA na DNA poišče 
zaporedja PAM in se nanje veže preko s PAM interagirajoče domene. Če je navzgor od PAM 
na komplementarni DNA verigi prisotno tarčno zaporedje, komplementarno vmesniškemu 
zaporedju sgRNA, Cas9 po še ne pojasnjenem mehanizmu razpre DNA navzgor od 
zaporedja PAM in na ta način omogoči parjenje med tarčnim zaporedjem na DNA in 
vmesniškim zaporedjem sgRNA (slika 2B). Pri tem nastane zanka R. Nastanek te zanke je 
stopnja, ki omejuje hitrost reakcije (angl. rate limiting step) in za dokončanje potrebuje 
približno 5 s [78, 79]. Nastanek zanke R povzroči zasuk prve od dveh nukleaznih domen, 
domene HNH, v orientacijo, ki ji omogoča cepitev tiste verige DNA, na kateri je tarčno 
zaporedje. Ta cepitev poteče 3 nt navzgor od mesta, kjer se na ne-tarčni DNA verigi začne 
PAM. Po cepitvi tarčne verige se preko povezovalne α-vijačnice, ki deluje kot alosterično 
stikalo za preklapljanje med premiki domen RuvC in HNH, aktivira še druga domena z 
nukleazno aktivnostjo, RuvC. Aktivirana domena RuvC cepi še drugo (ne-tarčno) verigo 
DNA. Po cepitvi obeh verig Cas9 večinoma ostane vezan na DNA [72, 80, 81].  
 
Slika 2: Struktura proteina Cas9. A: Razporeditev domen v proteinu Cas9 v neaktivni obliki (PDB 
koda 4CMP). Rumena = RuvC, roza = povezovalna α-vijačnica, siva = Rec II, rjava = Rec I, modra 
= HNH. B: Razporeditev domen v proteinu Cas9 z vezanima DNA (zeleno) in sgRNA (vijolično) 
(PDB koda 3UMP). Barve domen proteina Cas9 so enake kot pri A. C: Shematski prikaz razporeditve 
domen glede na aminokislinsko zaporedje od N proti C koncu. Številke ob traku označujejo 
zaporedne številke aminokislinskih ostankov.  
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Če povzamemo, moramo torej za uspešno cepitev DNA z modificiranim sistemom 
CRISPR/Cas9 IIa na DNA, ki jo želimo cepiti, najprej izbrati tarčno zaporedje. Na 
komplementarni DNA verigi mora izbranemu tarčnemu zaporedju na 3'-koncu slediti PAM 
(5'-NGG-3'). Na podlagi izbranega tarčnega zaporedja nato pripravimo sgRNA z 
vmesniškim zaporedjem, komplementarnim izbranemu tarčnemu zaporedju. Če pripravljeno 
sgRNA skupaj s proteinom Cas9 dodamo k tarčni DNA, na slednji po zgoraj opisanem 
mehanizmu nastane DSB (slika 3). 
 
 
 
Slika 3: Cepitev tarčne DNA z modificiranem sistemom CRISPR/Cas9 tipa IIa iz S. pyogens. 
Modra: DNA, zelena: vmesniško zaporedje sgRNA, komplementarno tarčnemu zaporedju na DNA,  
rumena: ogrodno zaporedje sgRNA, rdeča: PAM. Škarje označujejo mesti cepitve na obeh verigah. 
Slika je prirejena po [82]. 
 
 
DSB, ki nastane pri cepitvi s Cas9, tarčno DNA posredno lahko spremeni na dva načina. Če 
v celici ni prisotnega DNA zaporedja, komplementarnega tarčni DNA, se DSB lahko popravi 
s spajanjem nehomolognih koncev (angl. non-homologous end joining, NHEJ), pri čemer po 
navadi v zaporedju pride do manjših insercij, delecij, inverzij ali podvojitev, kar pogosto 
vodi do nefunkcionalnega transkripta. Popravljanje z NHEJ je značilno za popravljanje DSB, 
nastalih na tuji DNA pri naravnem prokariontskem imunskem odzivu s CRISPR/Cas9. Za 
namene urejanja genoma v sesalskih celicah lahko v celice vnesemo sintetično homologno 
zaporedje (angl. Synthetic repair template, SRT), ki preko homologne rekombinacije (angl. 
Homology-directed repair, HDR) omogoča vstavitev točno določenega zaporedja na mesto 
DSB. Na ta način lahko popravimo mutacije v genu, načrtno vstavimo ali odstranimo točno 
določen nukleotid ali zaporedje nukleotidov ipd. [83].  
Popravljalne mehanizme lahko izkoriščamo tudi zato, da pred urejanjem genoma preverimo, 
ali izbrana sgRNA deluje ustrezno in ali jo je smiselno uporabiti za nadaljnje delo. V ta 
namen so Mashiko in sod. leta 2013 razvili vektor pCAG-EGxxFP (addgene #50716, 
vektorska karta je v prilogi 1), na katerem sta med drugim 5'- in 3'- končni fragment zapisa 
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za izboljšan zeleno fluorescirajoči protein (EGFP) [84]. Fragmenta imata 482 bp 
homolognega zaporedja, med njima pa se na vektorju nahaja multiplo mesto za kloniranje 
(angl. multiple cloning site, MCS), preko katerega v vektor lahko vstavimo poljubno DNA 
zaporedje. Ne glede na to, ali je vanj vstavljen fragment DNA ali ne, vektor pCAG-EGxxFP 
sam po sebi ne omogoča nastanka funkcionalnega EGFP. Če pa je na DNA fragmentu, ki ga 
preko MCS vstavimo v vektor pCAG-EGxxFP, prisotno tarčno zaporedje za vezavo 
določene sgRNA, in če je ta sgRNA skupaj s proteinom Cas9 prisotna v celicah, na mestu 
tarčnega zaporedja na vektorju nastane DSB. Prelom celice popravijo s homologno 
rekombinacijo ali pa po mehanizmu prileganja enoverižnih DNA (angl. Single strand 
annealing, SSA). Rezultat delovanja obeh mehanizmov je združitev 5'- in 3'- končnega dela 
zapisa za EGFP, kar vodi v izražanje funkcionalnega proteina EGFP, ki ga 24 do 48 ur po 
transfekciji celic lahko zaznamo kot zeleno fluorescenco. Če torej želimo preveriti ustreznost 
delovanja izbrane sgRNA, moramo iz genomske DNA pomnožiti tarčno zaporedje s 
pripadajočim PAM, fragment preko MCS vstaviti v pCAG-EGxxFP in tako pripravljen 
vektor skupaj z izbrano sgRNA in proteinom Cas9 vnesti v celice. Pojav fluorescence je 
znak, da izbrana sgRNA v ribonukleinskem (RNP) kompleksu s proteinom Cas9 ustrezno 
deluje v celičnem okolju (slika 4) [84]. 
 
 
 
Slika 4: Vektor pCAG-EGxxFP in njegova uporaba za preverjanje ustreznosti delovanja 
izbrane sgRNA. A: Shematski prikaz vektorja pCAG-EGxxFP. B: Shema testa ustreznosti sgRNA, 
s katerim ovrednotimo ustreznost izbrane sgRNA. Tarčno DNA zaporedje (oranžno) za vezavo 
sgRNA pomnožimo iz genomske DNA in preko MCS vstavimo v vektor pCAG-EGxxFP. Vektor 
skupaj z izbrano sgRNA in proteinom Cas9 vnesemo v celice. Če je cepitev uspešna, na vektorju 
nastane dvoverižni prelom (DSB), ki ga celica popravi s homologno rekombinacijo (HR) ali s 
prileganjem enoverižnih DNA (SSA). V obeh primerih nastane funkcionalen zapis za izboljšan zeleni 
fluorescirajoči protein (EGFP). Pojav zelene fluorescence je torej znak, da izbrana sgRNA ustrezno 
deluje. MCS = multiplo mesto za kloniranje, EGx in xFP = 5'- in 3'-končni del zapisa za EGFP, ki 
imata 482 bp homolognega zaporedja (x), pA = zapis za poliadenilacijski signal, CAG = promotor 
[84]. 
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1.3.3 Sistem CRISPR dCas9 
Včasih določenega gena ne želimo izbiti, temveč samo regulirati njegovo izražanje. To lahko 
na enostaven način dosežemo s sistemom CRISPR/dCas9, pri čemer z dCas9 označujemo 
katalitično mrtvi Cas9 (angl. Cas9 Endonuclease Dead oz. Dead Cas9 oz. Nuclease 
Deactivated Cas9). Gre za sistem, ki se od osnovnega sistema CRISPR/Cas9 tipa IIa, 
razlikuje v proteinskem delu. Protein dCas9 je protein Cas9 s točkovnima mutacijama v 
nukleaznih domenah. V domeni RuvC je aspargin na mestu 10 spremenjen v alanin (mutacija 
D10A), v domeni HNH pa je v alanin spremenjen histidin na mestu 840 (mutacija H840A). 
Zaradi teh dveh mutacij Cas9 izgubi katalitično aktivnost in postane dCas9. Ostale domene 
v dCas9 so v primerjavi s Cas9 nespremenjene, zato dCas9 vseeno lahko veže sgRNA in 
DNA na enak način kot pri sistemu CRISPR/Cas9 IIa. Ker kompleks sgRNA-dCas9 
predstavlja sterično oviro za TF, helikazo in polimerazo, je po navadi že sama vezava tega 
kompleksa na DNA dovolj za znižanje ravni izražanja tarčnega gena. Supresijo lahko še 
povečamo, če na dCas9 vežemo transkripcijske represorje (npr. KRAB) [68, 85, 86, 87].  
 
Za aktivacijo izražanja genov s sistemom CRISPR/dCas9 uporabljamo fuzijo proteina dCas9 
s transkripcijskim/-i aktivatorjem/-ji [87, 88]. Transkripcijski aktivatorji so proteini, ki imajo 
DNA vezavno domeno, vloga katere je vezava na DNA, in aktivatorsko domeno, ki lahko 
pritegne splošne TF ini RNA-polimerazo na mesto transkripcije. Pri evkariontih aktivacijska 
domena lahko tudi modificira histone ali premika nukleosome. Kadar transkripcijski 
aktivator spojimo s proteinom, ki se že sam po sebi veže na DNA (kot npr. dCas9), nam 
aktivatorja ni treba v celoti pripojiti na dCas9, ampak lahko pripojimo zgolj aktivatorsko 
domeno. Velika prednost uporabe sistema CRISPR/dCas9 pred drugimi orodji za 
manipulacijo izražanja genov je, da z njim ne spremenimo zaporedja genomske DNA, 
temveč zgolj zvišamo raven izražanja tarčnega gena [88, 89].  
 
1.3.4 Aktivatorski sistem CRISPR dCas9/VP64-RELA(p65)-Rta (CRISPR/dCas9-VPR) 
Najpogosteje za aktivacijo izražanja genov s sistemom CRISPR dCas9 uporabljamo 
transkripcijski aktivator VP64, ki ga pripojimo na C-konec proteina dCas9 (sistem 
CRISPR/dCas9-VP64, slika 5A). VP64 je transkripcijski aktivator, sestavljen iz štirih 
tandemskih ponovitev transkripcijskega dejavnika VP16 iz virusa Herpes simplex. Ker 
učinkovitost aktivacijskega sistema dCas9-VP64 ni najboljša (dosežemo lahko samo do 5-
kratno aktivacijo, pogosto pa je dosežena aktivacija manj kot 2-kratna) [88, 89, 90], so 
znanstveniki razvili izboljšan sistem za aktivacijo. Ta je podoben sistemu CRISPR/dCas9-
VP64, razlikuje se samo v tem, da sta na C-konec VP64 fuzirana še transaktivacijska domena 
NF-κB iz protoonkogena RELA (RELA, neuradno poimenovanje: p65) in transaktivator iz 
virusa Epstein–Barr R (Rta) [88, 91]. Sistem vseh treh proteinov, fuziranih na dCas9, 
imenujemo CRISPR/dCas9-VPR (slika 5B) in je pri aktivaciji izražanja genov precej bolj 
učinkovit od sistema CRISPR/dCas9-VP64. Chavez in sod. so s sistemom CRISPR/dCas9-
VPR uspeli doseči celo do 320-kratno povečanje transkripcije izbranega gena [91]. 
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Slika 5: Protein dCas9 s pripojenimi aktivatorji transkripcije v kompleksu s tarčno DNA in 
sgRNA. A: dCas9 z vezanim aktivatorjem VP64. B: dCas9 z vezanimi aktivatorji VP64, RELA (p65) 
in RTa (dCas9-VPR). Modra = dCas9, zelene kroglice = transkripcijski aktivatorji, rumena = 
vmesniško zaporedje na DNA in tarčno zaporedje na sgRNA, rdeča črta = PAM, rdeča krogca = 
mesti cepitev na tarčni DNA. Slika je prirejena po [88]. 
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2 Namen dela in hipoteze 
 
Zaenkrat še ne poznamo zelo učinkovite terapije, ki bi zdravila tako debelost kot SBT2 ali 
preprečevala njun nastanek. Problem farmakoterapij za zdravljenje omenjenih bolezni je tudi 
sistemsko oziroma centralno delovanje. Z napredkom v razumevanju genetike debelosti in 
SBT2 ter s hitrim razvojem in izboljševanjem tehnike za manipulacijo genoma 
CRISPR/(d)Cas9, se postavlja vprašanje, ali bi bilo omenjeni bolezni mogoče učinkovito 
zdraviti z vplivanjem na genetske vzroke obeh bolezni. Ker obstaja visoka pozitivna 
korelacija med metabolično zdravim fenotipom in količino Tst mRNA v maščobnem tkivu 
miši [47], je bil cilj naše raziskave preveriti, ali je mogoče s sistemom CRISPR/dCas9-VPR 
zvišati raven izražanja Tst v eni od celičnih linij mišjega izvora, NIH3T3.  
Za poskus aktivacije izražanja Tst smo glede na regulatorne elemente gena Tst nameravali 
izbrati ustrezno tarčno zaporedje za vezavo kompleksa sgRNA-dCas9-VPR, na osnovi tega 
pripraviti ustrezno vmesniško zaporedje sgRNA in nato sgRNA v celoti naročiti v sintetični 
obliki. Ustreznost delovanja izbrane sgRNA smo se namenili preveriti preko cepitve 
tarčnega zaporedja DNA in vitro, nato pa še v celičnem okolju, preko testa z vektorjem 
pCAG-EGxxFP.  
Pred samim poskusom aktivacije Tst smo se nameravali prepričati tudi o ustreznosti 
delovanja proteinske fuzije dCas9-VPR iz vektorja pCMV-dCas9:NLS:VPR, in sicer preko 
poskusa povečanja izražanja gena oktamer-vezavni transkripcijski faktor 4 (Oct4), katerega 
izražanje so znanstveniki v eni od predhodnih raziskav v celicah NIH3T3 že uspešno 
povečali [92].  
 
V diplomski nalogi smo s kombinacijo različnih tehnik molekulskega kloniranja, agarozne 
gelske elektroforeze, mikroskopiranja, različnih izpeljank verižne reakcije s polimerazo in z 
uporabo metode CRISPR/(d)Cas9 preverjali naslednje hipoteze: 
1. sgRNA, izbrana na osnovi poznanih regulatornih elementov na lokusu Tst, specifično 
prepoznava tarčno zaporedje tako v in vitro kot v celičnem okolju. 
 
2. Proteinska fuzija dCas9-VPR v celicah NIH3T3 deluje ustrezno in omogoča povečanje 
izražanja tračnih genov.  
 
3. S kombinacijo izbrane sgRNA in proteinske fuzije dCas9-VPR je v celicah NIH3T3 
mogoče povečati raven izražanja gena Tst. 
Uspešna potrditev navedenih hipotez bi lahko služila kot podlaga za razvoj mišjega modela 
tkivno specifične aktivacije izražanja gena Tst, ki bi bila potencialno prenosljiva na človeka 
in bi predstavljala napredek v procesu razvoja učinkovite terapije za debelost in SBT2. 
Terapija, pri kateri bi s sistemom CRISPR/dCas9 v tarčnem (maščobnem) tkivu povečali 
izražanje Tst, bi delovala lokalno in periferno, hkrati pa z njo ne bi spremenili zaporedja 
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genomske DNA, kar bi potencialno omogočalo visoko učinkovitost in sorazmerno enostaven 
nadzor nad neželenimi učinki. Aktivacija izražanja gena bi bila zaradi natančnosti sistema 
CRISPR/dCas9 zelo specifična, tako da je verjetnost, da bi prišlo do neželenega povečanja 
izražanja drugih genov, majhna.  
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3 Materiali in metode 
 
3.1 Uporabljeni materiali  
 
3.1.1 Laboratorijska oprema in plastika 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
centrifuga 5430 R Eppendorf 
centrifuga CENTRIC 322A  Tehtnica 
centrifugirke VWR 
ciklični termostat MiniAmp Thermal Cycler Applied Biosystems (ABI) 
elektronska pipeta BRAND 
filtri za sterilizacijo tekočin (r = 0,2 µm) Sartorius 
fluorescentni mikroskop ECLIPSE TE2000-U Nikon 
inkubator z dovodom CO2 Sanyo 
inkubator za gojenje bakterijskih kultur Kambič  
kadička za agarozno gelsko elektroforezo Biometra 
magnetno mešalo  tehtnica  
mikrocentrifugirke (2 ml, 1,5 ml, 0,5 ml) Neptun  
namizna centrifuga Nippon genetics 
naprava za izvedbo RT-qPCR ViiA ABI 
naprava za kapilarno elektroforezo/sekvenciranje 3130x/ 
Genetic Analyzer (sekvenator)  
ABI 
naprava za slikanje gelov po elektroforezi U:GENIUS SYNGENE 
naprava za vodno kopel  STOVALL Life Science 
petrijevke CELLSTAR 
pH meter  SCHOTT Instruments 
plošče s 384 vdolbinicami za izvedbo RT-qPCR ABI 
plošče s 6 vdolbinicami za gojenje celic CELLSTAR 
plošče za sekvenciranje s 96 vdolbinicami 4titude 
ročne pipete (1 ml, 200 μl, 100 μl, 20 μl, 10 μl in 2,5 μl) Sartorius 
skalpel Sartorius 
spektrofotometer NanoVue GE Healthcare 
stekleničke za gojenje celičnih kultur CELLSTAR 
stresalnik za gojenje bakterijskih kultur RVI - 403 Tehtnica 
svetlobni mikroskop FLUOVERT FS Leitz 
tehtnica Sartorius 
termoblok  VWR 
trakovi z mikrocentrifugirkami za izvedbo PCR BRAND 
transiluminator TI2 Biometra 
ultracentrifuga Avanti J-30 I Beckman Coulter 
vakuumski sesalnik Vacuboy  Integra bioscience (IBS) 
vibracijski mešalnik CLASSIC Advanced Vortex Mixer VELP SCIENTIFICA 
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3.1.2 Posamezni reagenti 
Reagent proizvajalec 
10x pufer CutSmart  New England 
BioLabs (NEB) 
6x pufer za nanašanje vzorcev na gel  NEB 
agar SIGMA-ALDRICH 
agaroza  SIGMA-ALDRICH 
ampicilin v obliki natrijeve soli  SIGMA-ALDRICH 
bakteriološki pepton Biolife 
CaCl2‧2H2O  merck-alkaloid 
DMEM z dodanimi hranili (Dulbecco's Modified Eagle's 
Medium Nutrient Mixture F-12 HAM) 
SIGMA-ALDRICH 
DNA velikostni standardi (100 bp, 1 kbp) za elektroforezo Thermo Scientific 
EDTA SIGMA-ALDRICH 
eksonukleaza I (Exo I) Thermo Scientific 
etidijev bromid SIGMA-ALDRICH 
EtOH (absolutni) SIGMA-ALDRICH 
FastAP Thermo Scientific 
fetusni serum goveda (FBS) SIGMA-ALDRICH 
formamid  VWR 
glicerol SIGMA-ALDRICH 
glukoza SIGMA-ALDRICH 
Hankova raztopina z uravnoteženimi solmi (HBSS) SIGMA-ALDRICH 
HCl SIGMA-ALDRICH 
4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina (HEPES) SIGMA-ALDRICH 
izopropanol  SIGMA-ALDRICH 
kombinacija antibiotikov penicilin-streptomicin SIGMA-ALDRICH 
kvasni ekstrakt Biolife 
L-glicin (200 mM) SIGMA-ALDRICH 
mešanica deoksinukleotidov (dNTP) Thermo Scientific 
MgCl2‧6H2O merck-alkaloid 
NaCl SIGMA-ALDRICH 
NaOH SIGMA-ALDRICH 
polimeraza OneTaq in 5x standardni reakcijski pufer OneTaq NEB 
proteinaza K Thermo Scientific 
pufer TAE SIGMA-ALDRICH 
raztopina tripsin-EDTA  SIGMA-ALDRICH 
reducirano serumsko gojišče OPTI-MEM (1x)  Gibco 
rekombinantni protein Cas9 tipa IIa SIGMA-ALDRICH 
restrikcijska encima  BamHI in PstI Fermentas 
restrikcijska encima EcoRI-HF in BbsI-HF NEB 
T4 ligaza in 10x T4 ligazni pufer Fermentas 
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voda brez nukleaz Synthego 
 
3.1.3 Seti/kompleti regentov  
komplet proizvajalec 
BigDye v3.1 Thermo Fisher 
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit ABI 
Lipofectamine 3000 Transfection Kit  Invitorgen 
Power Up SYBR Green Master Mix  ABI 
QiAprep Spin Miniprep Kit (50) Qiagen 
QIAquick Gel Extraction Kit (50) Qiagen 
QIAquick PCR Purification Kit (50) Qiagen 
RNase Free DNase Set (50) Qiagen 
RNase Inhibitor  ABI 
RNeasy Mini Kit (50) Qiagen 
 
3.1.4 Bakterije in  celične linije sesalskega izvora 
bakterije/celične linije vir pridobitve 
Bakterije Escherichia coli, sev TOP 
10  
zbirka bakterij Katedre za mikrobiologijo in 
mikrobno biotehnologijo, Oddelka za zootehniko 
Biotehniške fakultete Univerze v Ljubljani (UL) 
trajna celična linija mišjih 
embrionalnih fibroblastov,  
NIH3T3 
repozitorij tkiv Katedre za genetiko, animalno 
biotehnologijo in imunologijo, Oddelek za 
zootehniko, Biotehniška fakulteta UL 
trajna celična linija človeških 
embrionalnih ledvičnih celic, 
HEK293 
repozitorij tkiv Katedre za genetiko, animalno 
biotehnologijo in imunologijo, Oddelek za 
zootehniko, Biotehniška fakulteta UL 
 
3.1.5 Vektorji 
vektor vektorska karta  avtor(ji) vektorja 
pCAG-EGxxFP  priloga 1 [83] 
pCMV-dCas9:NLS:VPR priloga 2 Odsek za sintezno biologijo 
in imunologijo (D12), 
Kemijski inštitut 
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9  priloga 3 [83] 
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3.1.6 Začetni oligonukleotidi za verižno reakcijo s polimerazo (PCR) in verižno reakcijo 
s polimerazo v realnem času (qPCR) 
začetni 
oligonukleotid 
zaporedje (od 5'- proti 3'- koncu) 
Ta 
[ᵒC] 
metoda 
EGxxFP L CGACCACTACCAGCAGAACA 53 PCR 
EGxxFP D GAAGAAGTCGTGCTGCTTCA 53 PCR 
EGxxFP_Sy F CAAGGATCCGGCGGTACAATGGTGC 59 PCR 
EGxxFP_Sy R GCTGAATTCGGTGGGCGTGGCTAAGA 59 PCR 
mACTB.F1 GTGACGTTGACATCCGTAAAGA 60 qPCR 
mACTB.R1 GCCGGACTCATCGTACTCC 60 qPCR 
mB2M.F1 TTCTGGTGCTTGTCTCACTGA 60 qPCR 
mB2M.R1 CAGTATGTTCGGCTTCCCATTC 60 qPCR 
mGAPDH.F1 AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 60 qPCR 
mGAPDH.R1 TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA 60 qPCR 
mTST.F1 CAGCTGGTGGACTCTCGG 60 qPCR 
mTST.R1 GAAGGGCATGTTGACTGAGC 60 qPCR 
mOCT4.F2 GCCCTCCCTACAGCAGATCACTCACATCG 60 qPCR 
mOCT4.R2 AAGGTGTCCCTGTAGCCTCATACTCTTCTCGT 60 qPCR 
pX330.F1 GAGGGCCTATTTCCCATGATT 53 PCR 
pX330.R1 AAAAAAGCACCGACTCGGTG 53 PCR 
Tst4.R1 GCTAAGAGCTTCGGTGCATTAC 58,5 PCR 
Tst5.F1 TCACCGGAATTGGACATTCTA 58,5 PCR 
 
3.1.7 Začetni oligonukleotidi za pripravo dvoverižnega DNA zapisa za vmesniški 
zaporedji sgRNA_Sy oz. sgRNA_T2 z metodo prileganja začetnih oligonukleotidov. 
začetni oligonukleotid zaporedje (od 5' proti 3' koncu) 
sgRNA_Sy F CACCGGTAATCAGTGCGCCCGGAG 
sgRNA_Sy R AAACCTCCGGGCGCACTGATTACC 
sgRNA-T2.F CACCGAACCTCCGTCTGGAAGACAC 
sgRNA_T2.R AAACGTGTCTTCCAGACGGAGGTTC 
 
3.1.8 Sintetična sgRNA  
poimenovanje vmesniško zaporedje proizvajalec 
sgRNA_Sy 5'- GGUAAUCAGUGCGCCCGGAG -3' Synthego 
 
3.1.9 Mišja genomska DNA 
oblika DNA  izvor 
ušesni lizat Linija laboratorijskih miši C57BL/6_OlaHSd iz Centra za laboratorijske živali 
Katedre za genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo, Oddelka za 
zootehniko Biotehniške fakultete UL. 
 
Lizate mišje genomske DNA je po standardnem protokolu za pripravo lizatov pripravila 
tehnična sodelavka na Katedri za genetiko, animalno biotehnologijo in imunologijo, mag. 
Ema Lovšin. 
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3.2 Izbira tarčnega zaporedja na lokusu Tst oz. ustreznega vmesniškega 
zaporedja sgRNA 
 
Ker je ogrodno zaporedje sgRNA tipa IIa konstantno in torej vedno enako, smo morali 
načrtovati zgolj vmesniško zaporedje, komplementarno tarčnemu zaporedju na lokusu Tst. 
Pri izbiri tarčnega zaporedja v mišjem genomu in z njo povezani določitvi vmesniškega 
zaporedja sgRNA smo si pomagali s spletnim orodjem CHOP-CHOP [93] in z orodjem na 
spletni strani proizvajalca sintetičnih sgRNA, Synthego [94]. Iskanje smo glede na 
značilnosti regulatornih elementov gena Tst, predstavljenih v poglavju 1.2.1, omejili na 
regulatorno regijo 1, saj smo glede na značilnosti sistema CRISPR/dCas9-VPR predvidevali, 
da bo aktivacija uspešnejša, če se bo aktivatorski kompleks sgRNA-dCas9-VPR vezal na 
regijo v okolici promotorja. Pri izbiri vmesniškega zaporedja smo upoštevali potencialne 
izven-tarčne učinke oziroma specifičnost do tarčnega zaporedja, pričakovano učinkovitost 
in komplementarnost med različnimi deli vmesniškega zaporedja.   
 
 
3.3 (Splošne) metode dela z DNA 
 
3.3.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Osnovno reakcijsko mešanico polimeraze, reakcijskega pufra, deoksinukleotidtrifosfatov 
(dNTP) in začetnih oligonukleotidov smo vedno pripravili v skladu z navodili proizvajalca 
polimeraze Taq (NEB). Končni reakcijski volumen je bil vedno 25 µl. Če smo s PCR 
pomnoževali del mišje genomske DNA (ušesni lizat), smo osnovni mešanici dodali 18,4 µl 
ušesnega lizata, ki smo ga predhodno 18-krat redčili v ultra čisti vodi. Če smo pri PCR kot 
matrico uporabljali vektorsko DNA, smo osnovni mešanici dodali 1 µl DNA in 17,375 µl 
ultra čiste vode. Reakcijske mešanice smo vedno pripravljali v traku z mikrocentrifugirkami 
in PCR izvajali v cikličnem termostatu. Potek PCR: 1x (94 ᵒC - 1 min) / 35x (94 ᵒC - 20 s, 
Ta - 30 s, 68 ᵒC -  pričakovana velikost produkta PCR v bp
1000
bp
min
) / 1x (68 ᵒC - 5 min). Temperature prileganja 
(Ta) so za posamezne začetne oligonukleotide navedene v poglavju 3.1.7. 
 
3.3.2 Agarozna gelska elektroforeza 
Agarozni gel smo pripravili tako, da smo, odvisno od želene zamreženosti gela, v 60 ml 
pufra TAE (SIGMA-ALDRICH) zmešali 1-2 % (w/v) agaroze (SIGMA-ALDRICH) in 
suspenzijo segreli v mikrovalovni pečici, da se je agaroza popolnoma raztopila. Dobljeno 
raztopino smo med rahlim mešanjem na magnetnem mešalu ohladili na približno 45 ᵒC in 
dodali 0,1 % (v/v) etidijevega bromida (SIGMA-ALDRICH). Raztopino smo mešali še pol 
minute in gel nato vlili v model. Ko se je gel strdil, smo v žepke nanesli vzorce, ki smo jim 
prehodno dodali ustrezno količino 6x nanašalnega pufra. V en žepek na gelu smo vedno 
nanesli tudi 2 µl ustreznega velikostnega standarda. Elektroforezo smo izvajali v kadički za 
elektroforezo, napolnjeni s pufrom TAE (SIGMA-ALDRICH) pri ustrezni napetosti (75-100 
V), čas pa smo prilagodili pričakovani velikosti produktov in zamreženosti gela.  
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3.3.3 Cepitev DNA z restrikcijskimi encimi 
Končni volumen vseh restrikcijskih reakcij je bil 20 µl. Za vsako reakcijsko mešanico smo 
uporabili 2 µl 10x pufra CutSmart (NEB) in po 1 µl izbranega(-ih) encima(-ov). Masa 
uporabljene DNA je bila v primeru cepitve vektorskih DNA 1,5 µg, v primeru cepitve PCR 
amplikonov, pa 200-500 ng. Preostanek končnega reakcijskega volumna je vedno 
predstavljala voda. Reakcije so potekale v cikličnem termostatu 1 uro pri 37 ᵒC in nadalnjih 
20 min pri 65 ᵒC. 
 
3.3.4 Ligacija 
Za ligacijo smo  uporabili 2 µl 10 x T4 ligaznega pufra in 1 µl ligaze T4 (Fermentas). Vedno 
smo ligirali 100 ng vektorja in toliko inserta, da je bilo molarno razmerje med vektorjem in 
insertom enako 1 : 10. Končni volumen 20 µl smo dosegli z dodatkom ustrezne količine 
ultra čiste vode. Reakcijske mešanice smo zmešali v traku z mikrocentrifugirkami, reakcije 
pa so potekale v cikličnem termostatu po programu: (22 ᵒC - 60 min)/(65 ᵒC - 20 min). 
 
 
3.4 Cepitev DNA in vitro z nukleazo Cas9 in sintetično sgRNA_Sy  
 
Amplikon, ki smo ga s PCR pomnožili iz mišje genomske DNA (ušesni lizat) s parom 
začetnih oligonukleotidov Tst5.F/Tst4.R, smo očistili s kompletom reagentov QIAquick 
PCR Purification Kit (Qiagen), pri čemer smo upoštevali navodila proizvajalca. Raztopini 
očiščenega amplikona smo s spektrofotometrom NanoVue izmerili koncentracijo, da smo v 
nadaljevanju pri pripravi reakcijskih mešanic za cepitev in vitro lahko upoštevali množinsko 
razmerje DNA : sgRNA : Cas9 = 1 : 10 : 10. Komponente reakcijskih mešanic za cepitev in 
vitro smo zmešali v mikrocentifugirkah v traku z mikrocentrifugirkami. Uporabljene 
količine so prikazane v tabeli 2. V vsako od reakcijskih mešanic smo najprej zmešali vse 
komponente razen DNA in mešanice 20 min inkubirali pri sobni temperaturi. Po dodatku 
ustrezne DNA smo reakcijske mešanice 65 min inkubirali v cikličnem termostatu pri 37 ᵒC. 
Izbranim reakcijskim mešanicam smo nato dodali 1 µl proteinaze K (Thermo Scientific) in 
jih 10 min inkubirali pri sobni temperaturi.  
 
 
Tabela 2: Količine za in vitro cepitev amplikona iz gena Tst. Pri zasnovi reakcij smo upoštevali 
zahtevo, da mora biti množinsko razmerje DNA : sgRNA : Cas9 = 1 : 10 : 10. 
 
Komponenta količina 
10x reakcijski pufer za Cas9 3 µl 
Cas9 (ɣ = 1 ng/µl) 700 nM 
sintetična sgRNA_Sy (ɣ = 1 ng/µl) 700 nM  
DNA (očiščen amplikon izbranega gena ) 70 nM 
voda brez nukleaz  do 30 µl 
Skupaj 30 µl 
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10x reakcijski pufer za Cas9, ki smo ga uporabili pri reakcijah, smo predhodno pripravili z 
mešanjem HEPES (SIGMA-ALDRICH, končna koncentracija 200 mM), NaCl (SIGMA-
ALDRICH, končna koncentracija 1 M) EDTA (SIGMA-ALDRICH, končna koncentracija 
1 mM) in ultra čiste vode. S HCl in NaOH smo pH pufra umerili na 6,5 in pufer avtoklavirali. 
 
 
3.5 Priprava rekombinantnih DNA konstruktov 
 
3.5.1 Priprava vektorja EGxxFP_Sy 
Iz mišje genomske DNA (ušesni lizat) smo s PCR pomnožili 410 bp dolg fragment z 
vsebovanim tarčnim zaporedjem. Pri tem smo uporabili kombinacijo začetnih 
oligonukleotidov EGxxFP_Sy.F/EGxxFP_Sy.R, s katerimi smo na 5'-konec amplikona 
uvedli prepoznavno mesto za restriktazo EcoRI, na 3'-konec pa prepoznavno mesto za 
BamHI. Produkt PCR smo nanesli na 1,5 % agarozni gel, elektroforezo pustili teči 45 min 
pri 100 V in želeni fragment izolirali iz gela s kompletom reagentov QIAquick Gel 
Extraction Kit (Qiagen) po navodilih proizvajalca. Izoliran fragment DNA smo po 
protokolu, opisanem v poglavju 3.2.3, obdelali z restriktazama EcoRI (NEB) in BamHI 
(Fermentas). Produkt restrikcije smo očistili s kompletom reagentov QIAquick PCR 
Purification Kit (Qiagen) in z napravo NanoVue izmerili koncentracijo. Tako pripravljen 
fragment DNA smo po protokolu, opisanem v poglavju 3.2.4, ligirali v vektor pCAG-
EGxxFP, ki smo ga predhodno obdelali z restriktazama EcoRI in BamHI. Pred ligacijo smo 
vektor, obdelan z restrikcijskima encimoma, nanesli na 1 % agarozni gel in po 45-minutni 
elektroforezi pri 100 V s kompletom reagentov QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) iz 
gela izolirali ustrezen fragment. Vektor z ligirano tarčno regijo smo poimenovali 
EGxxFP_Sy. 
 
3.5.2 Priprava vektorjev pX330_T2 in pX330_Sy 
Najprej smo z reakcijo prileganja začetnih oligonukleotidov pripravili dvoverižni zapis za 
vmesniško zaporedje sgRNA_Sy oz. sgRNA_T2. Začetne oligonukleotide smo zasnovali 
tako, da je dvoverižni zapis vseboval lepljive konce za prileganje v vektor, obdelan z BbsI. 
Za reakcijo prileganja začetnih oligonukleotidov smo uporabili nekoliko modificiran 
protokol [95]. V mikrocentrifugirki v traku z mikrocentrifugirkami smo zmešali po 1 µl 100-
mikromolarne raztopine smernega (sgRNA_Sy.F oz. sgRNA_T2.F) in enako količino 
protismernega (sgRNA_Sy.R oz. sgRNA_T2.R) začetnega oligonukleotida. Dodali smo še 
1 µl 10x T4 ligaznega pufra (Fermentas) - na ta način smo v reakcijo vnesli soli - in 7 µl 
ultra čiste vode. Mešanico smo v cikličnem termostatu 5 min inkubirali pri 95 ᵒC, in nato do 
sobne temperature ohlajali po 3 ᵒC na minuto. Raztopino dobljenih prileganih začetnih 
oligonukleotidov smo razredčili na koncentracijo 1 ng/µl in ligirali v vektor pX330-U6-
Chimeric_BB-CBh-hSpCas9, ki smo ga po protokolu, opisanem v poglavju 3.2.3, 
predhodno obdelali z restrikcijskim encimom BbsI (NEB). Pred ligacijo smo vektor, obdelan 
z restrikcijskim encimom, nanesli na 1 % agarozni gel in po 45-minutni elektroforezi pri 100 
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V s kompletom reagentov QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) iz gela izolirali ustrezen 
fragment. Ligacijo smo izvedli po protokolu, opisanem v poglavju 3.2.4. Ker je na vektorju 
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 navzgor od prvega prepoznavnega mesta za BbsI 
promotor U6, navzdol od drugega prepoznavnega mesta pa zapis za ogrodno zaporedje 
sgRNA_Sy, smo po ligaciji dobili vektor s funkcionalnim zapisom za celotno sgRNA_Sy, 
ki smo ga poimenovali pX330_Sy oz. s funkcionalnim zapisom za celotno sgRNA_T2, ki 
smo ga poimenovali pX330_T2. 
 
 
3.6 Delo z bakterijami E.coli TOP 10 
 
3.6.1 Priprava kompetentnih bakterij 
Kompetentne bakterije smo pripravili po protokolu [96], s to razliko, da smo v 8. točki 
bakterije na ledu namesto 30 min pustili čez noč.  
 
3.6.2 Transformacija kompetentnih bakterij in gojenje transformiranih bakterij 
Transformacijo smo izvajali po standardnem protokolu za transformacijo: 20 µl bakterij smo 
v 1,5-mililitrski mikrocentrifugirki odtalili na ledu, dodali 1 µl ustreznega vektorja, rahlo 
premešali in 30 min inkubirali na ledu. Po inkubaciji smo bakterije za 60 s dali v vodno 
kopel s temperaturo 42 ᵒC in takoj zatem nazaj na led za minuto in pol. Sledil je dodatek 500 
µl super-optimalnega gojišča z glukozo (SOC), ki smo ga pripravil po protokolu [97]. Po 
dodatku gojišča smo mešanico inkubirali 1 uro na 37 ᵒC. Na koncu smo 100 µl 
transformacijske mešanice razmazali na v petrijevkah pripravljeno trdno gojišče Luria-
Bertani (LB) z ampicilinom. Gojišče smo pripravili predhodno po protokolih [98, 99]. 
Dodatek ampicilina v gojišče je omogočal selekcijo bakterij, saj imajo vsi vektorji, ki smo 
jih uporabljali pri transformaciji, gen za odpornost proti ampicilinu, medtem ko E.coli TOP 
10 same po sebi tega gena nimajo [100]. Petrijevke s transformiranimi bakterijami smo čez 
noč inkubirali v inkubatorju za gojenje bakterij, pri 37 ᵒC. Naslednji dan smo po eno nastalo 
bakterijsko kolonijo prenesli v epruveto, v katero smo predhodno odpipetirali 3 ml tekočega 
gojišča SOC in mu dodali 6 µl raztopine ampicilina s koncentracijo 50 mg/ml. Centrifugirke 
z bakterijami v tekočem gojišču smo čez noč stresali na stresalniku za gojenje bakterijskih 
kultur RVI – 403 pri 37 ᵒC in 200 obratih na minuto.  
 
3.6.3 Izolacija vektorske DNA iz bakterijskih tekočih kultur 
Iz tekoče prekonočne bakterijske kulture smo vektorsko DNA izolirali s kompletom 
reagentov QiAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen). Pri tem smo upoštevali navodila 
proizvajalca, priložena kompletu reagentov.  
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3.7 Določanje DNA nukleotidnih zaporedij s sekvenciranjem  
 
3.7.1 Pomnožitev fragmentov iz izoliranih vektorjev pX330_T2, pX330_Sy in 
EGxxFP_Sy  s PCR 
Za preverjanje prisotnosti in ustreznosti inserta smo iz izoliranega vektorja EGxxFP_Sy s 
PCR pomnožili 594 bp dolgo regijo. Pri tem smo uporabili par začetnih oligonukleotidov 
EGxxFP.F/EGxxFP.R. Iz izoliranih vektorjev pX330_Sy in pX330_T2 smo za preverjanje 
ustreznosti inserta s PCR pomnožili regijo dolžine 349 bp, ki je vsebovala promotor U6 in 
zapis za celotno sgRNA (vmesniško + ogrodno zaporedje). Uporabili smo par začetnih 
oligonukleotidov pX330.F/pX330.R.  
 
3.7.2 Čiščenje produktov PCR 
Pred določanjem nukleotidnih zaporedij amplikonov iz vektorjev pX330_Sy, pX330_T2 in 
EGxxFP_Sy smo amplikone očistili. Za eno reakcijo smo uporabili 5 µl posameznega PCR 
produkta, 0,5 µl eksonukleaze I (Thermo Scientific) in 1 µl  alkalne fosfataze FastAP 
(Thermo Scientific). Komponente za posamezno reakcijo smo zmešali v 
mikrocentrifugirkah v traku z mikrocentrifugirkami, reakcije pa izvajali v cikličnem 
termostatu po programu: (37ᵒ C - 15 min) / (85 ᵒC - 15 min).  
 
3.7.3 Sekvenčna reakcija s kompletom reagentov BigDye v3.1 
V mešanico za posamezno sekvenčno reakcijo smo zmešali 3 µl očiščenega PCR produkta 
iz točke 3.7.2 ter komponente kompleta reagentov za sekvenciranje BigDye® Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher): 1 µl raztopine BigDye®, 2 µl 5x pufra 
BigDye™ Terminator, 4 µl ultra čiste vode in 1 µl izbranega začetnega oligonukleotida. Za 
določanje zaporedja amplikona iz vektorja EGFP_Sy smo uporabili začetni oligonukleotid 
EGxxFP.F ali EGxxFP.R, za preverjanje zaporedja na amplikonih iz pX330_Sy in 
pX330_T2 pa začetni oligonukleotid pX330.F. Sekvenčno reakcijo smo izvajali v cikličnem 
termostatu. Potek sekvenčne reakcije: 1x (96 ᵒC - 1 min) / 35x (96 ᵒC - 10 s, 50 ᵒC - 5 s, 60 
ᵒC - 1 min) / 1x (68 ᵒC - 1 min, 4 ᵒC - ꝏ). 
 
3.7.4 Čiščenje produktov sekvenčne reakcije 
Produkte reakcij iz točke 3.7.3 smo na kratko centrifugirali z namizno centrifugo in prenesli 
v 1,5-mililitrske mikrocentrifugirke. Dodali smo 5 µl 70-milimolarne raztopine EDTA 
(SIGMA-ALDRICH, pH 8) in 30 µl absolutnega etanola. Sledila je 15-minutna inkubacija 
pri sobni temperaturi in centrifugiranje pri sobni temperaturi 30 min na 2.500 g + 5 min pri 
sobni temperaturi na 15.000 g. Supernatant smo zavrgli, usedlini pa dodali 30 µl 70 % 
etanola (SIGMA-ALDRICH). Nato smo pri sobni temperaturi centrifugirali 10 min na 2.500 
g + 5 min na 5.000 g. Supernatant smo zavrgli in ponovili spiranje s 70 % etanolom. Po 
centrifugiranju smo tudi pri drugem spiranju odstranili supernatant, odprte 
mikrocentrifugirke z usedlino pa smo pustili v laminariju na sobni temperaturi 45 min, da je 
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etanol v celoti izhlapel. Usedlino smo nato ponovno suspendirali v 12 µl formamida (VWR), 
premešali na vibracijskem mešalniku in kratko centrifugirali z namizno centrifugo. 
3.7.5 Določanje zaporedja DNA s kapilarno elektroforezo  
Po 10 µl posameznega vzorca, raztopljenega v formamidu (VWR), smo prenesli v 
pripadajočo vdolbinico na plošči s 96 vdolbinicami. Vzorce smo denaturirali s 3-minutno 
inkubacijo v cikličnem termostatu pri 95ᵒ C in pred analizo z napravo 3130x/Genetic 
Analyzer 5 min centrifugirali pri 1000 obratih na minuto (rpm). Zaporedja, ki jih je določila 
naprava 3130x/Genetic Analyzer smo analizirali z računalniškim orodjem MEGA-X [101]. 
 
 
3.8 Gojenje in transfekcija celičnih linij NIH3T3 in HEK293 
 
3.8.1 Odmrzovanje in gojenje celičnih linij 
Posamezno vialo s celicami smo odtalili in celice prenesli v 10-mililitrsko centrifugirko, ki 
je vsebovala 9 ml gojišča, ogretega na 37°C. Gojišče je bilo za obe uporabljeni celični liniji 
enako in je vsebovalo 88 % (v/v) pripravljenega gojišča DMEM, 10 % (v/v) plodovega 
seruma goveda (FBS), po 1 % (v/v) pa 200 mM raztopine L-glutamina in kombinacije 
antibiotikov penicilin-streptomicin (vse SIGMA-ALDRICH). Vsebino centrifugirk smo 
premešali in nato 10 min centrifugirali pri 1.200 rpm (229 g). Po centrifugiranju smo z 
vakuumskim sesalnikom odstranili supernatant, usedlino s celicami pa ponovno suspendirali 
v 10 ml gojišča. Celice smo prenesli v plastične posodice za gojenje celičnih kultur in jih 
gojili v inkubatorju z dovodom CO2  v atmosferi s 5 % CO2 pri 37 ᵒC. Gojišče smo menjali 
vsakih 24 ur. Rast celic smo spremljali s svetlobnim mikroskopom. Ko so celice dosegle 
90% konfluenco, smo z vakuumskim sesalnikom odsesali gojišče in celice sprali s 5 ml 
Hankove raztopine z uravnoteženimi solmi (HBSS, SIGMA-ALDRICH), da smo odstranili 
komponente FBS, ki inhibirajo delovanje tripsina. Nato smo dodali 2 ml tripsina z EDTA. 
Ko so se celice ločile od podlage, smo tripsin nevtralizirali z dodatkom 8 ml gojišča in vse 
skupaj prenesli v centrifugirke. Sledilo je 10-minutno centrifugiranje pri 1.200 rpm s 
centrifugo CENTRIC 322A. Supernatant smo zavrgli, usedlino pa ponovno suspendirali v 
10 ml svežega gojišča. Približno eno petino ponovno suspendiranih celic smo prenesli v nove 
posodice za gojenje celic. 
 
3.8.2 Zamrzovanje celičnih kultur  
Pri zamrzovanju smo celice po enakem postopku kot pri prenosu v novo posodo za gojenje 
ločili od podlage in centrifugirali. Po centrifugiranju smo celicam namesto navadnega 
gojišča dodali 1 ml zamrzovalnega gojišča, sestavljenega iz 83 % (v/v) DMEM-a z dodanimi 
hranili, 10 % (v/v) FBS-a, 1 % (v/v) 200mM L-glutamina, 1 % (v/v) raztopine penicilin-
streptomicin in 5 % (v/v) DMSO-ja (vse SIGMA-ALDRICH) in tako pripravljeno celično 
suspenzijo prenesli v vialo. Vialo s celicami smo za en dan shranili v zamrzovalniku pri -75 
ᵒC, nato pa naslednji dan prenesli v tekoči dušik.  
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3.8.3 Transfekcija sesalskih celic 
Dan pred transfekcijo smo približno 5 × 105 celic (NIH3T3 ali HEK293) prenesli v plošče 
s šestimi vdolbinicami, da so bile na dan transfekcije 70-90 % konfluentne. Za transfekcijo 
smo uporabljali komplet reagentov Lipofectamine 3000 Transfection Kit (Invitrogen) in 
delali po protokolu proizvajalca. Glede na protokol je priporočena količina celotne DNA za 
transfekcijo celic v ploščah s šestimi vdolbinicami 2,5 µg. V primeru sočasne transfekcije z 
več kot eno vrsto DNA (vektor pX330_Sy + vektor EGxxFP_Sy ali vektor pCMV-
dCas9:NLS:VPR + linearni fragment DNA), smo posledično uporabili toliko posamezne 
DNA, da je bilo pri skupni masi 2,5 µg množinsko razmerje med obema vnesenima DNA 
enako 1 : 1. Za sočasno transfekcijo celic z vektorjem pCMV-dCas9:NLS:VPR in sintetično 
sgRNA_Sy smo pri skupni masi nukleinskih kislin 2,5 µg upoštevali masno razmerje sgRNA 
: DNA = 0,6 : 1. V vseh primerih smo za transfekcijo celic v eni vdolbinici na plošči s šestimi 
vdolbinicami uporabili 7,5 µl reagenta Lipofectamine 3000. 
 
 
3.9 Izolacija RNA  
 
Za izolacijo RNA smo uporabljali komplet reagentov RNeasy Mini Kit (Qiagen) in 
upoštevali navodila proizvajalca. Izvedli smo tudi korake, katerih izvedba glede na protokol 
ni obvezna, vključno z obdelavo z DNazo I. Za ločitev celic od podlage smo uporabljali 
raztopino tripsin-EDTA (SIGMA-ALDRICH) ali pa smo jih s pomočjo liznega pufra iz 
kompleta reagentov lizirali neposredno v posodicah, brez predhodnega ločevanje od 
podlage. Namesto PBS smo uporabljali HBSS (SIGMA-ALDRICH). 
 
 
3.10 Obratna transkripcija in PCR v realnem času (RT-qPCR) 
 
3.10.1 Obratna transkripcija (RT) 
Za obratno transkripcijo mRNA v komplementarno DNA (cDNA) smo uporabljali komplet 
reagentov High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ABI). Končni volumen reakcij 
obratne transkripcije je bil vedno 50 µl. Da bi bili rezultati čim bolj primerljivi, smo vse 
vzorce RNA pred reakcijo obratne transkripcije razredčili tako, da je bila koncentracija RNA 
v končni reakcijski mešanici približno 100 ng/µl. To pomeni, da smo iz izhodne raztopine 
RNA pripravili 25 µl raztopine RNA s koncentracijo 200 ng/µl, nato pa tej raztopini dodali 
25 µl predhodno pripravljene raztopine ostalih komponent za reverzno transkripcijo: 5 µl 
10x pufra za reverzno transkriptazo + 2 µl 25x dNTP (100mM) + 5 µl 10x RT naključnih 
začetnih oligonukleotidov + 2,5 µl reverzne transkriptaze + 2,5 µl RNaznega inhibitorja + 8 
µl ultra čiste vode. Reverzna transkripcija je potekala v cikličnem termostatu po programu:  
(25 ᵒC - 10 min) / (37 ᵒC - 120 min) / (85 ᵒC - 5 min) / (4 ᵒC - ꝏ).  
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3.10.2 Izvedba qPCR 
Za pripravo reakcijskih mešanic smo uporabljali komplet reagentov Power Up SYBR Green 
Master Mix (ABI). Za eno reakcijo smo uporabili 5 µl PowerUp SYBR Green Master Mix-
a (2x), po 0,4 µl ustreznega smernega in protismernega začetnega oligonukleotida (Poglavje 
3.1.6), 3,2 µl vode in 1 µl cDNA. Za pripravo umeritvenih krivulj za izračun učinkovitosti 
parov začetnih oligonukleotidov, ki jih moramo poznati za analizo po metodi primerjave 
pražnih ciklov (CT) [102], smo qPCR izvedli z neredčeno cDNA ter z 2-, 5-, 10-, 50-, 100-, 
1000- in 10000-kratno redčitvijo cDNA. qPCR smo za vsak vzorec izvedli v triplikatu, t.j. v 
treh paralelkah. Vedno smo pripravili tudi triplikat kontrolnih reakcij, pri katerih smo v 
reakcijsko mešanico namesto cDNA dodali 1 µl ultra čiste vode. Reakcije qPCR smo izvajali 
v plošči s 384 vdolbinicami, z napravo ViiA 7, s katero smo določili tudi talilne krivulje 
produktov. Vse reakcije qPCR so potekale po programu, prikazanem na sliki 6. 
  
 
Slika 6: Potek qPCR. Nad posamezno odebeljeno rdečo črto je zapisana temperatura, pod črto pa 
čas inkubacije pri tej temperaturi. Pri pomnoževanju matrične cDNA smo fazo prileganja in fazo 
podaljševanja združili v eno podaljšano fazo, saj smo začetne oligonukleotide načrtovali tako, da so 
imeli enako Ta, kot je bila optimalna temperatura delovanja polimeraze (60 ᵒC). Fotoaparat označuje 
mesto meritve intenzitete signala v vsakem ciklu. 
 
 
3.10.3 Analiza rezultatov qPCR 
Rezultate smo analizirali po metodi primerjave pražnih ciklov, znani tudi kot 2-ΔΔCT [102]. 
Pri analizi smo upoštevali smernice, Bustina in sod. [103]. Spremembe izražanja genov v 
celicah NIH3T3 smo izračunali po enačbi 1, pri čemer smo kot tretirane celice označili tiste, 
ki smo jih transfecirali z vektorjem z zapisom za (d)Cas9 in z (zapisom za) sgRNA, kontrolne 
pa so bile celice NIH3T3, ki smo jim dodali transfekcijsko mešanico brez (zapisa za) sgRNA. 
2−ΔΔCT =                                                                                                                        (enačba 1)  
= 2−[CT(tarčni gen)tretirane celice−CT(geometrijska sredina CT referenčnih genov)tretirane celice −
−−[CT(tarčni gen)kontrolne celice−CT(geometrijska sredina CT referenčnih genov)kontrolne celice       
Učinkovitost (E) parov začetnih oligonukleotidov smo izračunali iz naklona (m) umeritvene 
krivulje (CT v odvisnosti od logaritma redčitve cDNA) po enačbi 2. 
𝐸 =  −1 +  10− 
1
𝑚                                                                                                                             (enačba 2)  
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4 Rezultati in razprava 
 
4.1 Izbira celične linije za poskus aktivacije izražanja gena Tst 
 
Za poskus aktivacije izražanja gena Tst smo izbrali trajno celično linijo mišjih embrionalnih 
fibroblastov NIH3T3. Za to celično linijo smo se odločili, ker je ena najbolj raziskanih trajnih 
celičnih linij mišjega izvora. Predvidevali smo, da nam bo raziskanost izbrane celične linije 
olajšala delo, saj so številne metode, ki smo se jih namenili uporabiti, za to celično linijo že 
optimizirane/opisane. Optimizacija metod je bila ključna predvsem za transfekcijo, saj je pri 
celičnih linijah mišjega izvora načeloma težko doseči visoko učinkovitost transfekcije [104]. 
Celično linijo NIH3T3 smo izbrali tudi zato, ker je izražanje Tst v tej celični liniji po 
podatkih orodja BioGPS [105] v osnovi zelo nizko, na podlagi česar smo sklepali, da bomo 
lažje zaznali že majhne spremembe v izražanju gena. 
 
 
4.2 Izbira tarčnega zaporedja na lokusu Tst oz. ustreznega vmesniškega 
zaporedja sgRNA za poskus povečanja izražanja Tst 
 
Glede na zahteve sistema CRISPR/dCas9 in glede na regulatorne elemente lokusa Tst smo 
med zaporedji, ki sta jih predlagali orodje CHOP-CHOP [93] in orodje na spletni strani 
proizvajalca sintetičnih sgRNA Synthego [94], izbrali vmesniško zaporedje: 5' - 
GGUAAUCAGUGCGCCCGGAG - 3'. Tarčno zaporedje za vezavo izbrane sgRNA se 
nahaja na mišjem kromosomu 15 (78.406.206 – 78.406.226 bp) na smerni verigi, in sicer 
279 bp navzgor od mesta, kjer se na komplementarni (protismerni) verigi začne osrednji 
promotor gena Tst (slika 7).  
 
 
 
Slika 7: Položaj vezavnega mesta za izbrano sgRNA na kromosomu. Vezavno mesto za izbrano 
sgRNA se na mišjem genomu nahaja na kromosomu 15: 78.406.206 – 78.406.226. Pomen oznak je 
prikazan v legendi na sliki.  
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Na podlagi izbranega vmesniškega zaporedja je proizvajalec sintetičnih sgRNA Synthego 
pripravil sgRNA, ki se lahko veže v protein (d)Cas9 tipa IIa. Proizvajalec je po naročilu tudi 
modificiral prve in zadnje 3 nt pripravljene sintetične sgRNA (2'-O-metil 3'-fosforotioatna 
modifikacija), da bi bila sgRNA bolj obstojna oziroma odporna na razgradnjo. Izbrano 
sgRNA smo poimenovali sgRNA_Sy. 
 
 
4.3 Preverjanje ustreznosti delovanja sgRNA_Sy 
 
4.3.1 Cepitev DNA in vitro 
Ali se izbrana sgRNA_Sy lahko uspešno veže na tarčno DNA zaporedje, smo preverili tako, 
da smo s kombinacijo sintetične sgRNA_Sy in proteina Cas9 tipa IIa izvedli in vitro cepitev 
217 bp dolgega fragmenta DNA, ki smo ga s PCR pomnožili iz mišje genomske DNA. 
Pomnoženi fragment je vseboval tarčno zaporedje za vezavo vmesniškega zaporedja 
sgRNA_Sy in pripadajoče zaporedje PAM. Iz rezultatov agarozne gelske elektroforeze je 
razvidno, da je s kombinacijo izbrane sgRNA_Sy in proteina Cas9 cepitev tarčnega 
zaporedja uspešno potekla, saj sta na sliki agaroznega gela po elektroforezi opazni dve lisi 
(slika 8, žepek 6), ki ustrezata pričakovanim velikostim produktov cepitve (136 in 81 bp).  
Pri cepitvi in vitro je manjši delež amplikona DNA ostal nerezan (slika 8, žepek 6, najvišja 
lisa). Možno je, da je bil čas reakcije (inkubacije pri 37 ᵒC), glede na količine uporabljenih 
reagentov nekoliko prekratek. Verjetno je tudi, da bi z optimizacijo sestave reakcijske 
mešanice lahko dosegli še višjo učinkovitost cepitve. Rezana fragmenta, ki sicer ustrezata 
velikostim pričakovanih produktov cepitve in vitro na sliki agaroznega gela ne dajeta najbolj 
ostre slike, kar je v skladu z opažanji drugih raziskovalcev in se pripisuje značilnostim 
encima Cas9. V literaturi večinoma tudi zasledimo, da raziskovalci skoraj vedno dobijo 
določen delež nerezanega produkta [106]. Kljub temu je iz slike 8 razvidno, da je delež 
rezanega amplikona bistveno večji kot delež nerezanega amplikona. Sklepamo torej lahko, 
da kompleks izbrane sgRNA_Sy in proteina Cas9 DNA in vitro cepi specifično in 
učinkovito. Pri kontrolnih reakcijah, pri katerih smo sgRNA_Sy oz. Cas9 nadomestili z 
ustreznim volumnom vode brez nukleaz, je amplikon iz lokusa Tst tako v primeru odsotnosti 
proteina Cas9 (slika 8, žepek 5) kot v primeru odsotnosti sgRNA_Sy (slika 8, žepek 7) ostal 
nerezan. S tem smo potrdili, da v raztopinah sgRNA_Sy in Cas9 ni bilo prisotne nespecifične 
nukleazne aktivnosti, ki bi lahko vodila do lažno pozitivnih rezultatov poskusa.  
Preverili smo tudi, da protein Cas9, ki smo ga uporabili pri cepitvi in vitro, deluje v skladu 
s pričakovanim mehanizmom. V ta namen smo cepitev amplikona in kontrolno reakcijo za 
preverjanje (ne)specifičnosti nukleazne aktivnosti proteina Cas9 (amplikon iz Tst + Cas9 + 
voda namesto sgRNA_Sy) izvedli še ne da bi produkte cepitve na koncu obdelali s 
proteinazo K. S proteinazo K po cepitvi in vitro razgradimo protein Cas9 in s tem 
povzročimo razpad kompleksa sgRNA-DNA-Cas9 oziroma (v primeru kontrolne reakcije v 
odsotnosti sgRNA) razpad kompleksa DNA-Cas9, ki nastane kot posledica elektrostatskih 
interakcij med negativno nabito DNA in proteinom Cas9, ki ima neto pozitivni naboj [107]. 
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Pri reakcijah, pri katerih produktov cepitve in vitro pred nanosom na agarozni gel za 
elektroforezno analizo nismo obdelali s proteinazo K, je na sliki gela po elektroforezi opazen 
zamik lis navzgor, kar potrjuje, da se je uporabljeni rekombinantni protein Cas9 vezal na 
DNA. Po cepitvi je namreč v skladu z mehanizmom, opisanim v poglavju 1.3.2, ostal vezan 
na DNA in povzročil zmanjšanje elektroforezne mobilnosti (slika 8, žepka 3 in 4). Posebej  
zanimiv je zamik lis na gelu v odsotnosti obdelave s proteinazo K pri kontrolni reakciji, pri 
kateri smo namesto sgRNA_Sy v reakcijsko mešanico dodali vodo (slika 8, žepek 4). 
Nerezan fragment DNA se v tem primeru po končani elektroforezi nahaja na začetku gela, 
povsem blizu žepka. Tako velik zamik je najverjetneje posledica močnih elektrostatskih 
interakcij med proteinom Cas9 in DNA. Kompleks omenjenih molekul je prevelik za pore 
agaroznega gela, kar zmanjšuje (preprečuje) njegovo mobilnost.  
 
 
 
Slika 8: Elektroforezna analiza produktov cepitve amplikona iz lokusa Tst s proteinom Cas9 
in sgRNA_Sy in vitro. Elektroforezna analiza je potekala na 1,5 % agaroznem gelu 55 min pri 75 V. 
Razporeditev po žepkih: 1 -  standard velikosti, 2 - nerezan amplikon iz gena Tst, 3 - produkt cepitve 
amplikona iz gena Tst in vitro (amplikon iz gena Tst + rekombinantni protein Cas9  + sgRNA_Sy), 
brez obdelave s proteinazo K, 4 - produkt kontrolne reakcije brez sgRNA_Sy, brez obdelave s 
proteinazo K, 5 - produkt kontrolne reakcije brez proteina Cas9, 6 - produkt cepitve amplikona iz 
gena Tst in vitro (amplikon iz gena Tst + rekombinantni protein Cas9 + sgRNA_Sy), obdelan s 
proteinazo K, 7 – produkt kontrolne reakcije brez sgRNA_Sy, obdelan s proteinazo K. 
 
 
4.3.2 Cepitev tarčne DNA s sgRNA_Sy in proteinom Cas9 v celičnem okolju (test z 
modificiranim vektorjem pCAG-EGxxFP) 
Ali sgRNA_Sy v prisotnosti proteina Cas9 omogoča cepitev tarčne DNA tudi v celičnem 
okolju, smo preverili z vektorjem pCAG-EGxxFP (Addgene #50716). V skladu z 
mehanizmom testa, opisanim v poglavju 1.3.2, smo v vektor pCAG-EGxxFP  preko 
prepoznavnih mest za restriktazi EcoRI in BamHI, ki se na intaktnem vektorju pCAG-
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EGxxFP nahajata znotraj MCS, vstavili 410 bp dolg fragment DNA. Vstavljeni fragment, ki 
smo ga s PCR pomnožili iz mišje genomske DNA, je vseboval tarčno zaporedje za vezavo 
vmesniškega zaporedja sgRNA_Sy in pripadajoče zaporedje PAM. Novo pripravljeni vektor 
smo poimenovali EGxxFP_Sy.  
Učinkovitost transfekcije celic s kombinacijo vektorja EGxxFP_Sy, sintetične sgRNA_Sy 
in rekombinantnega proteina Cas9 bi bila verjetno precej nizka, zato smo namesto vnosa 
sintetične sgRNA_Sy in proteina Cas9, v celice z vektorjem pX330_Sy vnesli DNA zapisa 
za obe omenjeni molekuli. Vektor pX330_Sy smo pripravili iz vektorja pX330-U6-
Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (Addgene #42230) tako, da smo med promotor U6 in zapis za 
ogrodno zaporedje sgRNA tipa IIa, ki sta, tako kot  zapis za protein Cas9, že v osnovi del 
vektorja pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9, vstavili zapis za vmesniško zaporedje 
sgRNA_Sy. Z vnosom vektorja pX330_Sy namesto rekombinantnega proteina Cas9 in 
sintetične sgRNA_Sy smo ne le izboljšali učinkovitost transfekcije, temveč tudi omogočili, 
da sta se tako sgRNA_Sy kot Cas9 v celicah lahko prehodno konstitutivno izražala.  
Vektorja EGxxFP_Sy in pX330_Sy smo namnožili v bakterijah E.coli TOP10, po izolaciji 
plazmidne DNA pa z določanjem nukleotidnega zaporedja preverili pravilnost zapisa za 
vmesniško zaporedje sgRNA_Sy, vstavljenega v vektor pX330_Sy, in tarčnega zaporedja za 
vezavo sgRNA_Sy, vstavljenega v vektor EGxxFP_Sy. Rezultati določanja nukleotidnega 
zaporedja so pokazali, da sta oba pripravljena vektorja vsebovala želeni insert (slika 9).  
 
 
Slika 9: Poravnava tarčnega DNA zaporedja in dela amplikona iz vektorja EGxxFP_Sy ter 
zapisa za vmesniško zaporedje sgRNA_Sy in zaporedja, pomnoženega iz vektorja pX330_Sy.  
A: Prva vrstica: del zaporedja amplikona, pomnoženega iz vektorja EGxxFP_Sy, ki vsebuje tarčno 
zaporedje za vezavo sgRNA_Sy. Druga vrstica: pričakovano tarčno zaporedje za vezavo sgRNA_Sy. 
B: Prva vrstica: del zaporedja DNA fragmenta, pomnoženega iz vektorja pX330_Sy, ki vsebuje zapis 
za vmesniško zaporedje sgRNA_Sy. Druga vrstica: pričakovano zaporedje zapisa za vmesniško 
zaporedje sgRNA_Sy. Nukleotidni zaporedji smo določili z napravo 3130x/Genetic Analyzer, 
rezultate pa analizirali s programom MEGA-X. Določeni zaporedji sta v celoti prikazani v prilogi 4. 
 
 
Ker je bila uspešnost nastanka funkcionalnega proteina EGFP v celicah v skladu z 
mehanizmom, opisanim v poglavju 1.3.2, neodvisna od genomske DNA celic, bi cepitev 
vektorja EGxxFP_Sy načeloma lahko izvedli v katerih koli sesalskih celicah, ki imajo 
ustrezen mehanizem za transkripcijo sgRNA_Sy ter za transkripcijo in translacijo proteina 
Cas9 iz vektorja pX330_Sy. Zaradi pričakovane nizke učinkovitosti transfekcije celične 
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linije NIH3T3 [104] smo se odločili, da namesto mišje celične linije NIH3T3 za poskus 
uporabimo celično linijo HEK293 (celična linija, izpeljana iz človeških embrionalnih 
ledvičnih celic), saj je pri tej celični liniji mogoče doseči višjo učinkovitost transfekcije 
[108]. Glede na dokaj podoben transkripcijski in translacijski mehanizem pri miših in ljudeh 
smo predpostavili, da ugotovitve iz celic HEK293 lahko prenesemo na celične linije mišjega 
izvora.  
 
 
 
Slika 10: Rezultati cepitve vektorja EGxxFP_Sy s sgRNA_Sy in Cas9 v celični liniji HEK293.  
Fotografije so bile posnete s kamero na fluorescentnem mikroskopu Nikon ECLIPSE TE2000-U pri 
200-kratni povečavi, 48 ur po transfekciji celic HEK293. A: Celice, transfecirane z vektorjema 
EGxxFP_Sy in pX330_Sy, slikane pod belo svetlobo. B: Fluorescenca celic iz A. C: Kombinacija 
slik A in B.   D: Kontrolne celice, transfecirane samo z EGxxFP_Sy, brez pX330_Sy, slikane pod 
belo svetlobo. E: Fluorescenca kontrolnih celic iz D. F: Kombinacija slik D in E.  
 
 
Uspešnost delovanja kompleksa sgRNA_Sy/Cas9 v celičnem okolju smo ovrednotili preko 
opazovanja izražanja zelenega fluorescentnega proteina, 48 h po transfekciji. Iz rezultatov, 
prikazanih na slikah 10A, 10B in 10C je razvidno, da smo 48 h po transfekciji v celicah 
HEK293, transfeciranih s kombinacijo vektorjev EGxxFP_Sy in pX330_Sy, opazili pojav 
fluorescence (slika 10B). V kontrolnih celicah, ki smo jih transfecerali samo z vektorjem 
EGxxFP_Sy, brez vektorja pX330_Sy, do pojava fluorescence ni prišlo, oziroma je bila 
fluorescenca zelo šibka (slike 10D, 10E in 10F). Zaključimo torej lahko, da se je sgRNA_Sy 
na tarčno DNA ustrezno vezala tudi v celičnem okolju, ne samo in vitro. Za popolno 
potrditev tega zaključka bi bilo potrebno izvesti še eno kontrolno reakcijo, pri kateri bi celice 
transfecirali z vektorjema EGxxFP_Sy in pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 brez 
vstavljenega zapisa za sgRNA_Sy, da bi se prepričali, da cepitev tarčnega zaporedja ni bila 
posledica nespecifične nukleazne aktivnosti proteina Cas9.  
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Na osnovi rezultatov cepitve DNA in vitro in na osnovi testa z modificiranim vektorjem 
pCAG-EGxxFP lahko zaključimo, da izbrana sgRNA_Sy v prisotnosti proteina Cas9 tako 
in vitro kot v celičnem okolju omogoča cepitev tarčne DNA. To posledično pomeni, da 
sgRNA_Sy izpolnjuje predpogoj za uporabo pri nadaljnjih celičnih ali in vivo poskusih 
povečanja izražanja tarčnega gena s sistemom CRISPR/dCas9-VPR, saj omogoča vezavo 
aktivatorskega kompleksa na tarčno DNA. Z uspešno cepitvijo DNA in vitro in v celičnem 
okolju smo torej potrdili hipotezo 1. 
 
 
4.4 Preverjanje ustreznosti delovanja proteinske fuzije dCas9-VPR 
 
Pred poskusom aktivacije izražanja Tst smo želeli preveriti tudi delovanje proteinske fuzije 
dCas9-VPR. Ker fuzija dCas9-VPR ni komercialno dostopna, smo v celice preko 
transfekcije z vektorjem pCMV-dCas9:NLS:VPR vnesli DNA zapis zanjo. Da bi ugotovili, 
ali vektor pCMV-dCas9:NLS:VPR v celicah NIH3T3 dejansko omogoča nastanek 
funkcionalne proteinske fuzije dCas9-VPR, smo s kombinacijo tega vektorja in enake 
sgRNA, kot so jo v eni od predhodnih raziskav uporabili Hu in sod. [92], poskušali povečati 
izražanje gena za oktamer-vezavni transkripcijski faktor 4 (Oct4). Uporabljeno sgRNA smo 
poimenovali enako kot so jo imenovali v izhodiščni raziskavi, sgRNA_T2. sgRNA_T2 smo 
pripravili preko vstavitve zapisa za vmesniško zaporedje te sgRNA v vektor pX330-U6-
Chimeric_BB-CBh-hSpCas9, ki že v osnovi vsebuje zapis za ogrodno zaporedje sgRNA tipa 
IIa. Vektor z vstavljenim zapisom za sgRNA_T2 smo poimenovali pX330_T2. 
 
4.4.1 Preverjanje ustreznosti zaporedij vektorjev pX330_T2 in pCMV-dCas9:NLS:VPR 
Vektorja pX330_T2 in pCMV-dCas9:NLS:VPR smo pred uporabo za transfekcijo celic 
NIH3T3 namnožili preko transformacije bakterij E.coli TOP 10 in izolacije plazmidne DNA 
iz namnoženih bakterij.  
 
 
 
 
Slika 11: Poravnava zapisa za vmesniško zaporedje sgRNA_T2 in dela zaporedja, 
pomnoženega iz vektorja pX330_T2. Prva vrstica: del rezultata določanja nukleotidnega zaporedja 
DNA fragmenta, pomnoženega iz dela vektorja pX330_T2, ki je vseboval zapis za vmesniško 
zaporedje sgRNA_T2. Druga vrstica: pričakovano zaporedje zapisa za vmesniško zaporedje 
sgRNA_T2. Nukleotidno zaporedje smo določali s 3130x/Genetic Analyzer, rezultate pa analizirali 
s programom MEGA-X. Nukleotidno zaporedje je v celoti prikazano v prilogi 4. 
 
 
Ker za poskus povečanja izražanja gena Oct4 v celice NIH3T3 nismo želeli vnesti zapisa za 
Cas9, ki je že v osnovi del vektorja pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 in s tem tudi 
vektorja pX330_T2, smo namesto celotnega vektorja pX330_T2, za transfekcijo celic 
NIH3T3 uporabili 349 bp dolg linearni PCR pomnožek iz vektorja pX330_T2 (začetna 
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oligonukleoida pX330.F/pX330.R), z vsebovanim promotorjem U6 in zapisom za celotno 
sgRNA_T2. PCR pomnožek smo očistili preko izvedbe agarozne gelske elektroforeze (1,5 
% agarozni gel, 45 min, 100 V) in izolacije ustreznega fragmenta iz gela. O popolni 
ustreznosti zapisa za sgRNA_T2, pomnoženega iz vektorja pX330_T2, smo se prepričali z 
določanjem nukleotidnega zaporedja. Zaporedje zapisa za sgRNA_T2, pomnoženega iz 
vektorja pX330_T2, se je ujemalo s pričakovanji (slika 11). 
 
Vektorja pCMV-dCas9:NLS:VPR nismo spreminjali, zato njegovega nukleotidnega 
zaporedja po izolaciji iz bakterij nismo določali, smo pa njegovo identiteto preverili z 
restrikcijsko analizo. Za restrikcijsko analizo vektorja smo uporabili restrikcijski encim PstI. 
Na vektorju pCMV-dCas9:NLS:VPR je osem prepoznavnih mest za omenjeno restriktazo, 
vendar pa so pričakovane dolžine nekaterih produktov restrikcije preveč podobne, da bi bilo 
vse fragmente, nastale pri cepitvi s PstI, mogoče ustrezno ločiti z elektroforezo. Posledično 
smo pri elektroforezni analizi rezultatov restrikcije pričakovali 5 fragmentov, in sicer dolžine 
4.875 bp, 2.248 bp, 1.626 bp, približno 1.430 bp in približno 1.200 bp. Iz slike agaroznega 
gela po elektroforezni analizi rezultatov restrikcijske reakcije (slika 12) je razvidno, da smo 
pri restrikciji dobili rezultate, ki ustrezajo pričakovanjem. Da bi še dodatno potrdili identiteto 
vektorja, smo restrikcijsko reakcijo izvedli še z restriktazo EcoRI, za katero je na vektorju 
pCMV-dCas9:NLS:VPR eno samo prepoznavno mesto. Rezultati elektroforezne analize 
produkta te reakcije so pokazali, da smo pri restrikciji z EcoRI res dobili en sam fragment 
DNA, ki se ujema s pričakovano velikostjo lineariziranega vektorja, t.j. 11.149 bp (slika 12, 
žepek 3). Na podlagi rezultatov restrikcijske analize smo predpostavili, da je vektor pCMV-
dCas9:NLS:VPR ustrezen in posledično primeren za nadaljnjo uporabo. 
 
 
 
Slika 112: Elektroforezna analiza produktov restrikcije vektorja pCMV-dCas9:NLS:VPR. 
1 – standard velikosti, 2 – produkt restrikcije vektorja pCMV-dCas9:NLS:VPR z restrikcijskim 
encimom PstI, 3 – produkt restrikcije (linearizacije) vektorja pCMV-dCas9:NLS:VPR z 
restrikcijskim encimom EcoRI, 4 – nerezan vektor pCMV-dCas9:NLS:VPR. Agarozna gelska 
eleketroforeza je potekla na 1 % agaroznem gelu, 90 min pri 100 V.  
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4.4.2 Poskus povečanja izražanja gena Oct4 za potrditev delovanja proteinske fuzije 
dCas9:VPR 
Za analizo uspešnosti povečanja izražanja gena Oct4 v celicah NIH3T3 smo 24 ur po 
transfekciji iz celic izolirali RNA, nato pa spremembo v izražanju gena med testnimi in 
kontrolnimi celicami določili z RT-qPCR. Zaradi primerljivosti rezultatov z izhodiščno 
raziskavo smo kot referenčni gen uporabili gliceraldehid-3-fosfatdehidrogenaza (Gapdh), ki 
so ga v svoji raziskavi uporabili tudi Hu in sod. [92]. Razlika med našim poskusom 
povečanja transkripcije Oct4 in načinom, ki so ga za povečanje transkripcije uporabili v 
izhodiščni raziskavi, je bila v tem, da so Hu in sod. za aktivacijo izražanja Oct4 uporabili 
aktivatorsko fuzijo dCas9-VP64, mi pa dCas9-VPR. Poleg tega so v referenčni raziskavi 
zapis za sgRNA_T2 v celice vnesli kot del zaprtega vektorja, medtem ko smo v naši raziskavi 
zapis za sgRNA_T2 v celice vnesli v obliki kratkega linearnega DNA fragmenta. Se je pa v 
obeh primerih sgRNA v celicah lahko prehodno izražala. 
 Poskus povečanja izražanja Oct4 smo v celoti ponovili dvakrat in pri izračunih upoštevali 
rezultate obeh ponovitev. Faktor povečanja izražanja gena smo izračunali v skladu z enačbo 
1, navedeno v poglavju 3.10.3. Izkazalo se je, da se je izražanje Oct4 v tretiranih celicah 
NIH3T3, t.j. celicah, transfeciranih s sgRNA_T2 in proteinskim kompleksom dCas9-VPR, 
v primerjavi s kontrolnimi celicami, ki smo jih transfecirali samo z vektorjem pCMV-
dCas9:NLS:VPR, povečalo za 3,03(± 0,3)-krat. V referenčni raziskavi [93] so ob uporabi 
sgRNA_T2 v kombinaciji z aktivatorskim kompleksom dCas9-VP64 uspeli doseči približno 
2-kratno povečanje izražanja gena. Glede na to, da smo pri našem poskusu dosegli večjo 
aktivacijo od referenčne, lahko sklepamo, da je aktivatorska fuzija dCas9-VPR, ki je v 
celicah nastajala s transkripcijo in translacijo iz vektorja pCMV-dCas9:NLS:VPR, delovala 
bolje kot VP64. Razlika med uspešnostjo aktivacije v naši raziskavi in v referenčni raziskavi 
ni presenetljiva, saj aktivatorska fuzija dCas9-VPR na splošno velja za precej učinkovitejšo 
od fuzije dCas9-VP64 [88, 91].  
Dejanska učinkovitost povečanja izražanja Oct4 je bila v resnici verjetno še precej večja, kot 
kažejo kvantitativni rezultati. Glede na to, da nismo izvajali selekcije uspešno transfeciranih 
celic, smo namreč pri analizi z RT-qPCR kot tretirane celice obravnavali vse celice v 
vdolbinici, tudi tiste, ki niso sprejele vektorja pCMV-dCas9:NLS:VPR oziroma linearnega 
fragmenta DNA z zapisom za sgRNA_T2. Glede na nizko pričakovano učinkovitost 
transfekcije mišje celične linije NIH3T3 [104] predvidevamo, da večina celic ni bila uspešno 
transfecirana. Ker smo za analizo rezultatov RT-qPCR uporabljali metodo 2−ΔΔCT, s katero 
opredeljujemo spremembo izražanja gena v celicah v testni vdolbinici glede na izražanje v 
celicah v kontrolni vdolbinici, predvidevamo, da smo zaradi odsotnosti selekcije v testni 
vdolbinici pri analizi zelo verjetno podcenili aktivacijo v transfeciranih celicah. Poskus bi 
bilo torej zanimivo ponoviti še tako, da bi selekcionirali samo tiste celice, ki so sprejele obe 
komponenti aktivatorskega sistema. Bi bilo pa takšno selekcijo v našem primeru težko 
izvesti, saj na linearnem fragmentu z zapisom za sgRNA ni bilo prisotnega zapisa za nobeno 
molekulo, ki bi omogočala selekcijo uspešno transfeciranih celic. Zanimivo bi bilo preveriti 
tudi, ali vnos zapisa za sgRNA v krožni namesto v linearni obliki vpliva na učinkovitost 
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transfekcije in posledično na uspešnost aktivacije izražanja gena. Načeloma velja, da je 
učinkovitost transfekcije z linearnim fragmentom nižja kot v primeru transfekcije z DNA v 
krožni obliki, vendar pa je bil po drugi strani v našem primeru fragment linearne DNA zelo 
kratek, kar je morda predstavljalo prednost pri prehodu v celice. 
Da bi zagotovili zanesljivost rezultatov, smo začetne oligonukleotide za RT-qPCR validirali 
preko izračuna učinkovitosti pomnoževanja. Izračun učinkovitosti je pokazal, da izbrana 
para začetnih oligonukleotidov izpolnjujeta pogoj za uporabo metode 2−ΔΔCT, da se morajo 
učinkovitosti uporabljenih parov začetnih oligonukleotidov medsebojno razlikovati za manj 
kot 10 % in biti hkrati tudi znotraj območja 90-110 % učinkovitosti [102]. Za par začetnih 
oligonukleotidov mGAPDH.F1/mGAPDH.RI smo določili 99,8 % učinkovitost, za par 
mOCT4.F2/mOCT4.R2 pa 107 % učinkovitost (slika 13).  
 
 
 
Slika 12: Učinkovitost pomnoževanja za para začetnih oligonukleotidov 
mOCT4.F2/mOCT4.R2 in mGAPDH.F1/mGAPDH.R1. A: Umeritveni krivulji za oba para 
začetnih oligonukleotidov. B: Tabela enačb umeritvenih krivulj iz A. Učinkovitost posameznega para 
začetnih oligonukleotidov (3. stolpec v tabeli) smo po enačbi 2 (iz poglavja 3.10.3) izračunali iz 
naklonov umeritvenih krivulj. Zaradi relativno majhnih standardnih odklonov, ki bi bili na grafu 
slabo vidni, so standardni odkloni za oba para začetnih oligonukleotidov prikazani v prilogi 5. 
 
 
Z analizo talilnih krivulj in z elektroforezno analizo produktov qPCR smo se prepričali, da 
pri qPCR ni prišlo do pomnoževanja nespecifičnih tarč ali tvorbe dimerov, ki bi lahko vodila 
do lažno pozitivnih rezultatov. Pri analizi produktov reakcij s parom začetnih 
oligonukleotidov mOCT4.F2/mOCT4.R2 je bilo iz poravnave talilnih krivulj razvidno, da 
bi bil v nekaterih paralelkah lahko prisoten tudi nespecifični produkt (slika 14B, rahlo 
odstopanje od poravnave krivulj). Nespecifični produkt, ki ima talilno temperaturo nižjo od 
talilne temperature pričakovanega produkta, je najverjetneje nastal kot posledica 
medsebojnega prileganja začetnih oligonukleotidov iz para mOCT4.F2/mOCT4.R2. 
Elektroforezna analiza produktov ene od reakcij, pri kateri je bilo na grafu talilnih krivulj 
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vidno odstopanje, je to predvidevanje še dodatno potrdila, saj na sliki agaroznega gela po 
elektroforezi (slika 14C) pri dolžini, krajši od dolžine pričakovanega produkta (dolžina 
pričakovanega produkta je bila 152 bp) lahko opazimo zelo šibko liso. Glede na nizko 
intenziteto vrha, ki na grafu talilnih krivulj ustreza nespecifičnemu produktu in glede na 
šibkost lise pri elektroforezi predvidevamo, da je bilo nespecifičnih produktov, ki so 
najverjetneje nastali kot posledica tvorbe dimerov med začetnimi oligonukleotidi zelo malo  
Z uporabo koncentracij vzorcev v linearnem dinamičnem območju reakcije smo se tvorbi 
dimerov večinoma izognili. 
Na sliki  agaroznega gela po elektroforezi (slika 14 C) lahko opazimo tudi zelo šibko liso pri 
300 bp, ki bi lahko predstavljala nespecifični produkt, daljši od dolžine pričakovanega 
produkta. Glede na to, da iz talilnih temperatur produktov v nobeni od reakcij ni razvidno, 
da bi bil v mešanici po reakciji prisoten produkt, daljši od dolžine pričakovanega produkta 
predpostavljamo, da je lisa, ki jo na sliki agaroznega gela po elektroforezi vidimo pri 
velikosti 300 bp, posledica kontaminacije produktov izbrane reakcije pred nanosom na 
agarozni gel za elektroforezo in ne nespecifični produkt reakcije. 
 
 
 
Slika 13: Specifičnost parov začetnih oligonukleotidov mOCT4.F2/mOCT4.R2 in 
mGAPDH.F1/mGAPDH.R1, uporabljenih pri qPCR za analizo aktivacije gena Oct4. A: Talilne 
krivulje produktov, dobljenih s parom začetnih oligonukleotidov mGAPDH.F1/mGAPDH.R1 iz 
vseh paralelk, ki smo jih upoštevali pri analizi uspešnosti aktivacije izražanja gena Oct4. B: talilnih 
krivulj produktov, dobljenih s parom začetnih oligonukleotidov mOCT4.F2/mOCT4.R2 iz vseh 
paralelk, ki smo jih upoštevali pri analizi uspešnosti aktivacije izražanja gena Oct4.  C: Rezultati 
elektroforezne analize (2 % agarozni gel, 100 V, 50 min) produktov reakcij iz dveh naključnih 
vdolbinic v plošči s 384 vdolbinicami, v kateri smo izvajali qPCR. V žepku 1 je standard velikosti 
(velikostni standard DNA), v žepku 2 je produkt ene od reakcij s parom začetnih oligonukleotidov 
mOCT4.F2/mOCT4.R2, pri kateri je talilna krivulja nekoliko odstopala od ostalih, v žepku 3 pa je 
produkt ene od naključno izbranih reakcij s parom začetnih oligonukleotidov 
mGAPDH.F1/mGAPDH.R1. 
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Elektroforezna analiza (slika 14C) in analiza talilnih krivulj produktov, dobljenih s parom 
začetnih oligonukleotidov mGAPDH.F1/mGAPDH.R1, je pokazala, da je ta par začetnih 
oligonukleotidov deloval specifično, saj lisa, ki jo vidimo na sliki agaroznega gela po 
elektroforezi, ustreza velikosti pričakovanega produkta (132 bp). Tako na sliki gela kot na 
grafu talilnih krivulj ni opaziti znakov, ki bi kazali na prisotnost nespecifičnih produktov.  
Na podlagi vseh navedenih dejstev lahko zaključimo, da je aktivatorski kompleks dCas9-
VPR iz vektorja pCMV-dCas9:NLS:VPR deloval, saj smo z njim dosegli povečanje ravni 
izražanja Oct4. S povečanjem izražanja Oct4 smo potrdili hipotezo 2, da proteinska fuzija 
dCas9-VPR v celicah NIH3T3 lahko deluje kot aktivator transkripcije.  
 
 
4.5 Poskus povečanja izražanja gena Tst v celicah NIH3T3 
 
Glede na prej dokazano delovanje sintetične sgRNA_Sy in vektorja pCMV-
dCas9:NLS:VPR smo s sočasno transfekcijo obeh molekul v celicah NIH3T3 poskušali 
povečati prepisovanje Tst. Analizo izražanja gena smo izvedli z RT-qPCR analizo RNA, ki 
smo jo iz celic NIH3T3 izolirali 24 ur po transfekciji. Za normalizacijo smo na podlagi 
preteklih raziskav [109, 110] izbrali referenčne gene gliceraldehid-3-fosfatdehidrogenaza 
(Gapdh), mikroglobulin β2 (B2m) in beta-aktin (Actb). Pri analizi po metodi 2-ΔΔCT smo kot 
tretirane celice obravnavali vse celice iz testne vdolbinice – tako tiste, ki so sgRNA_Sy in 
vektor pCMV-dCas9:NLS:VPR uspešno sprejele, kot tiste, pri katerih transfekcija ene ali 
obeh komponent ni uspela – saj, podobno kot pri poskusu, opisanem v poglavju 4.4.2, nismo 
selekcionirali transfeciranih celic. Kot kontrolne celice smo obravnavali vse celice iz 
kontrolne vdolbinice, v kateri smo celice transfecirali zgolj z vektorjem pCMV-
dCas9:NLS:VPR, ne pa tudi s sgRNA_Sy. Analiza izražanja je pokazala, da je bilo 
povečanje izražanja Tst v tretiranih celicah 1,20-kratno, vendar sprememba v ravni izražanja 
ni bila statistično značilna (p > 0,05). Dobljeni rezultati zaradi ene same ponovitve poskusa 
niso popolnoma reprezentativni. Njihovo zanesljivost nekoliko zmanjšujejo tudi težave pri 
oblikovanja ustreznih začetnih oligonukleotidov na zaporedju Tst (mTST.F1/mTST.R1). 
Izračunana učinkovitost tega para začetnih oligonukleotidov se je od ostalih parov 
razlikovala za več kot 10 % (slika 15), vendar je bila še vedno v sprejemljivem območju 
odstopanja.  
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Slika 14: Učinkovitost parov začetnih oligonukleotidov mACTB.F1/mACTB.R1, 
B2M.F1/mB2M.R1, mGAPDH.F1/mGAPDH.R1 in mTST.F1/mTST.R1. A: Umeritvene 
krivulje za vse uporabljene pare začetnih oligonukleotidov. B: Tabela enačb umeritvenih krivulj iz 
A. Učinkovitost posameznega para začetnih oligonukleotidov (3. stolpec v tabeli) smo po enačbi 2 
(navedeni v poglavju 3.10.3) izračunali iz naklonov umeritvenih krivulj. Zaradi relativno majhnih 
standardnih odklonov, ki bi bili na grafu slabo vidni, so standardni odkloni meritev za pripravo 
umeritvene krivulje za vse pare prikazani v prilogi 5. 
 
 
Izračunana več kot 100 % učinkovitost para začetnih oligonukleotidov mTST.F1/mTST.R1 
je verjetno posledica nastajanja nespecifičnega produkta, ki ga lahko opazimo kot dodatni 
vrh na talilnih krivuljah produktov reakcij s tem parom začetnih oligonukleotidov (slika 
16A). Glede na temperaturo tališča nespecifičnega produkta (slika 16A, nižji vrh) 
predvidevamo, da je ta produkt posledica medsebojnega pomnoževanja oziroma tvorbe 
dimerov med smernim in protismernim začetnim oligonukleotidom iz izbranega para. 
Predvidevanje, da je nespecifični produkt pri reakcijah s parom začetnih oligonukleotidov 
mTST.F1/mTST.R1 posledica tvorbe heterodimerov se ujema tudi z opažanjem, da smo pri 
qPCR s tem parom začetnih oligonukleotidov produkte dobili tudi pri vseh kontrolnih 
reakcijah, pri katerih smo namesto cDNA v reakcijsko mešanico dodali ustrezno količino 
vode (slika 16A, sive krivulje). »Nespecifični« vrhovi talilnih krivulj so pri kontrolnih 
reakcijah še bolj izraziti kot pri reakcijah, kjer je bila v reakcijskih mešanicah prisotna 
cDNA. Nastanek dimerov med začetnimi oligonukleotidi lahko pojasnimo z dejstvom, da je 
izražanje Tst v celicah NIH3T3 zelo nizko [105], kar vodi v pomanjkanje matrične cDNA v 
reakcijski mešanici. Posledično se nekatere molekule začetnih oligonukleotidov namesto 
matrični cDNA prilegajo drugemu začetnemu oligonukleotidu. Medsebojnemu prileganju bi 
se verjetno do neke mere lahko izognili z uporabo nižje koncentracije začetnih 
oligonukleotidov. Na splošno bi se tvorbi dimerov v precejšnji meri lahko izognili tudi z 
uporabo začetih nukleotidov, ki so medsebojno manj komplementarni. Za cDNA iz Tst 
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začetnih oligonukleotidov s komplementarnostjo, nižjo od komplementarnosti uporabljenih 
začetnih oligonukleotidov, kljub uporabi več različnih pristopov nismo uspeli zasnovati. 
Zasnova ustreznih začetnih oligonukleotidov za cDNA iz Tst je težavna predvsem zato, ker 
ima gen Tst samo dva eksona, kar bistveno omejuje možnost izbire.  
Začetni oligonukleotidi, ki smo jih pri qPCR uporabili za določanje izražanja referenčnih 
genov (mACTB.F1/mACTB.R1, mB2M.F1, mB2.R1, in mGAPDH.F1/mGAPDH.R1) so, 
sodeč po izračunanih učinkovitostih, ki so bile za vse naštete pare med 95 % in 100% (slika 
15) in sodeč po poravnavi talilnih krivulj produktov, ki so za vse reakcije s posameznim 
parom začetnih oligonukleotidov skoraj popolnoma ujemajo (slika 16B, 16C, 16D), delovali 
ustrezno.  
 
 
 
Slika 15: Talilne krivulje amplikonov, dobljenih pri analizi rezultatov poskusa povečanja 
izražanja Tst s qPCR. A: Poravnava talilnih krivulj amplikonov, dobljenih s parom začetnih 
oligonukleotidov mTST.F1/mTST.R1. B: Poravnava talilnih krivulj amplikonov, dobljenih s parom 
začetnih oligonukleotidov mACTB.F1/mACTB.R1. C: Poravnava talilnih krivulj amplikonov, 
dobljenih s parom začetnih oligonukleotidov mB2M.F1/mB2. D: Poravnava talilnih krivulj dobljenih 
s pari začetnih oligonukleotidov mGAPDH.F1/mGAPDH.R1. Na vseh grafih so z rdečo prikazane 
talilne krivulje amplikonov, dobljenih na cDNA iz kontrolnih celic, z modro pa talilne krivulje 
amplikonov, dobljenih na cDNA iz tretiranih celic. Sive krivulje so talilne krivulje produktov 
kontrolnih reakcij qPCR, pri katerih smo namesto cDNA v reakcijske mešanice dodali ustrezno 
količino vode. 
 
 
Kljub nepopolni izbiri začetnih oligonukleotidov mTST.F1/mTST.R1 in slabši (statistični) 
zanesljivosti rezultatov sklepamo, da do signifikantnega povečanja izražanja gena Tst v 
celični liniji NIH3T3 ni prišlo. Ker smo s prehodnimi poskusi  potrdili ustreznost delovanja 
sgRNA_Sy (uspešna cepitev DNA in vitro in v celicah HEK293) in vektorja pCMV-
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dCas9:NLS:VPR (uspešna aktivacija izražanja Oct4), vzrok za neuspešno aktivacijo 
izražanja Tst verjetno ni bilo neustrezno delovanje komponent aktivatorskega sistema.  
Eden od možnih razlogov za neuspešno povečanje izražanja Tst je, da se sgRNA_Sy v 
celicah NIH3T3 ni konstitutivno izražala, saj smo jo v celice vnesli v sintetični obliki. 
Količina sgRNA_Sy in s tem učinkovitost aktivacije transkripcije v celicah NIH3T3 je bila 
posledično odvisna od tega, koliko sgRNA_Sy je posamezna celica sprejela pri sami 
transfekciji. Prehodno konstitutivno transkripcijo sgRNA_Sy in s tem izboljšanje možnosti 
za učinkovito povečanje izražanje gena Tst v celicah NIH3T3 bi lahko dosegli, če bi namesto 
s sgRNA_Sy v sintetični obliki celice transfecirali s fragmentom DNA, ki bi vključeval 
promotor U6 in zapis za celotno sgRNA_Sy, na podoben način, kot smo to naredili pri 
poskusu aktivacije izražanja gena Oct4 sgRNA_T2, opisanem v poglavju 4.4.2.  
 
Drugi vzrok, zakaj nismo dosegli želene aktivacije, bi lahko bil, da z izbrano sgRNA nismo 
ciljali ustreznega mesta na lokusu Tst. Možno je, da bi bila aktivacija učinkovitejša, če bi 
tarčno regijo izbrali bližje osrednjemu promotorju oz. dlje od osrednjega promotorja ali celo 
na področju regulatornih regij 2 ali 3, predstavljenih v poglavju 1.2.1. Načeloma je možno 
tudi, da je bila DNA kljub področju odprtega kromatina na mestu izbrane tarčne regije na 
kromosomu manj dostopna in se posledično kompleks sgRNA_Sy/dCas9-VPR nanjo ni 
mogel vezati tako učinkovito, kot se je kompleks sgRNA_Sy/Cas9 na DNA vezal na tarčni 
PCR pomnožek ali pri testu v celicah HEK293, ko je bilo tarčno zaporedje vstavljeno v 
vektor EGxxFP_Sy in s tem enostavno dostopno. Ker univerzalno pravilo, kateri del lokusa 
je najboljša tarčna regija za vezavo sgRNA ne obstaja in ker se najbolj učinkovite tarčne 
regije med različnimi geni močno razlikujejo, bi morali za uspešno aktivacijo glede na 
regulatorne elemente na lokusu Tst, opisane v poglavju 1.2.1,verjetno izbrati in preizkusiti 
več različnih sgRNA. Možno je, da bi bilo za signifikantno povečanje izražanja Tst potrebno 
uporabiti kombinacijo več različnih sgRNA, kar je razvidno tudi iz referenčne raziskave za 
aktivacijo izražanja Oct4 [92], iz katere smo izhajali v poglavju 4.4. V omenjeni raziskavi 
so Hu in sod. večje (9-kratno) povečanje transkripcije dosegli šele ob sočasni uporabi štirih 
različnih sgRNA [92]. 
Najverjetnejša razlaga za neuspešno aktivacijo transkripcije Tst v celični liniji NIH3T3 se 
zdi neučinkovita transfekcija. Za povečanje izražanja gena mora celica sprejeti obe 
komponenti aktivacijskega sistema (sgRNA_Sy in pCMV-dCas9:NLS:VPR). Zaradi 
velikega deleža neuspešno transfeciranih celic smo verjetno podcenili aktivacijo, ki jo 
povzroči RNP kompleks v uspešno transfeciranih celicah. Predvidevamo, da je nizka 
učinkovitost transfekcije eden od ključnih omejujočih dejavnikov za uspešno povečanje 
izražanja Tst v mišji celični liniji NIH3T3. Verjetno bi učinkovitost transfekcije lahko 
nekoliko izboljšali, če bi zapisa za sgRNA in dCas9-VPR v celice vnesli z enim samim 
vektorjem. Načeloma bi transfekcijo lahko poskušali izboljšati tudi z uporabo druge 
transfekcijske metode, vendar pa pri celični liniji NIH3T3 bistveno večje učinkovitosti 
transfekcije verjetno ne bi dosegli [104]. Na osnovi navedenih ugotovitev hipoteze 3, da je 
v celicah NIH3T3 s kombinacijo izbrane sgRNA in aktivatorske fuzije dCas9-VPR mogoče 
povečati transkripcijo gena Tst, ne moremo popolnoma ovreči, saj ne vemo, ali gre res za 
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odsotnost aktivacije, ali pa je dobljeni rezultat zgolj posledica prenizke učinkovitosti 
transfekcije. 
Vpliv nizke učinkovitosti transfekcije na rezultate analize aktivacije izražanja Tst bi lahko 
zmanjšali s selekcijo uspešno transfeciranih celic pred izolacijo RNA. Selekcijo bi lahko 
izvedli podobno kot Perrin in sod. [111], ki so pri poskusu povečanja transkripcije laminina 
α1 v vektor z zapisom za proteinsko fuzijo dCas9-VP160 vstavili zapis za puromicinsko 
rezistenco, 24 ur po transfekciji celicam dodali puromicin in nato po treh dneh izolirali RNA 
iz preživelih celic. Ob izvedbi poskusa na podoben način bi pri analizi z RT-qPCR tudi v 
našem primeru lažje ovrednotili, ali v transfeciranih celicah dejansko pride do povečanja 
transkripcije Tst. Iz analize v tem primeru sicer ne bi izločili celic, ki so uspešno sprejele 
vektor z zapisom za dCas9-VPR, ne pa tudi sgRNA_Sy, vendar pa bi bila predstava o 
dejanskem stanju v uspešno transfeciranih celicah verjetno vseeno veliko boljša kot pri 
našem poskusu. Še dodatno bi rezultat lahko izboljšali, če bi zapisa za sgRNA in dCas9-
VPR v celice vnesli z enim samim vektorjem, saj bi se na ta način izognili možnosti, da v 
posamezno celico preide samo ena od obeh komponent aktivacijskega sistema, hkrati pa bi 
na ta način, kot že omenjeno, verjetno izboljšali tudi učinkovitost transfekcije.  
Problem selekcije uspešno transfeciranih celic bi bil po drugi strani v tem, da tudi, če bi se 
po selekciji uspešno transfeciranih celic (npr. s puromicinom) pri RT-qPCR izkazalo, da je 
v celicah NIH3T3, ki so uspešno sprejele aktivacijski komponenti, dejansko prišlo do 
aktivacije  izražanja Tst, s tem še vedno ne bi rešili problema, kako komponente 
aktivacijskega sistema uspešno dostaviti v celice, oziroma v tarčna tkiva. Pri miših (in 
ljudeh) namreč ne glede na način vnosa aktivacijskih komponent v tarčno tkivo, z do sedaj 
poznanimi metodami, skoraj zagotovo ne bi dosegli visoke učinkovitosti transfekcije [112]. 
Pogoji v telesu so, kar se tiče možnosti za vnos sgRNA_Sy in pCMV-dCas9:NLS:VPR, torej 
veliko bolj primerljivi s pogoji, ko celic NIH3T3 po transfekciji ne selekcioniramo. Menimo, 
da bi morali za potencialno uporabnost v terapevtske namene v celicah NIH3T3 optimalno 
povečanje izražanja Tst doseči brez selekcije uspešno transfeciranih celic, saj 
predpostavljamo, da bi bila učinkovitost dostave aktivacijskih komponent v živalska tkiva 
primerljiva ali nižja od učinkovitosti transfekcije celične linije NIH3T3. Veliko oviro za 
uporabo sistema CRISPR/dCas9 v terapevtske namene in vivo predstavlja tudi dejstvo, da bi 
bilo zaradi časovne razgradnje komponent aktivatorskega sistema (sgRNA, proteinska fuzija 
dCas9-VPR) v tarčnih celicah in zaradi kontinuirnega deljenja celic, komponente v tarčna 
tkiva potrebno dostavljati zelo pogosto (kontinuirano). Posledično bi bil za razvoj učinkovite 
terapije preko aktivacije Tst s sistemom CRISPR/dCas9-VPR nujen predhodni razvoj 
učinkovite metode za dostavo komponent sistema v tarčne celice. Kljub velikemu napredku 
v razvoju metod za transfekcijo celic in dostavo terapevtskih komponent v tarčna tkiva v 
zadnjem obdobju [113, 114, 115], sistema, ki bi bil dovolj učinkovit za uporabo v 
terapevtske namene še ne poznamo. 
Iz podobnih (aplikativnih) razlogov je za poskus povečanja izražanja Tst vprašljiva tudi 
smiselnost uporabe drugih celičnih linij mišjega izvora, kljub temu, da bi bilo pri nekaterih 
med njimi morda lažje doseči višjo učinkovitost transfekcije. Bi se pa poskus v kateri od 
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celičnih linij, pri katerih je lažje doseči visoko učinkovitost transfekcije, verjetno vseeno 
izplačalo ponoviti, predvsem zato, ker bi se na ta način lažje prepričali o ustreznosti izbirane 
sgRNA. Glede na to, da bi glavno tarčo za zdravljenje SBT2 in debelosti preko aktivacije 
Tst predstavljalo maščobno tkivo, bi bilo v primeru uspešne aktivacije Tst v celicah NIH3T3 
(ali drugi trajni celični liniji) poskus smiselno ponoviti še na izoliranih adipocitih iz debelih 
miši in nato nivo izražanja Tst primerjati z bazalnim nivojem izražanja Tst v adipocitih, 
izoliranih iz vitkih miši. 
Upoštevajoč prepreke, ki trenutno zmanjšujejo uporabnost sistema CRISPR/dCas9 za 
neposredno aktivacijo Tst in vivo na eni strani in čedalje boljše poznavanje povezav med 
metaboličnimi in signalnimi potmi, ki povezujejo jetra, mišice in maščobno tkivo [62] na 
drugi strani, se postavlja vprašanje, ali bi bilo na izražanje Tst mogoče vplivati posredno, 
preko vplivov na katero od molekul v s Tst povezanih regulatornih mrežah. Glede na to, da 
je od odkritja korelacije med povečanim izražanjem Tst in metabolično zdravim fenotipom  
preteklo šele manj kot tri leta [47], so mehanizmi, ki vplivajo na izražanje Tst v posameznih 
tkivih, dokaj slabo raziskani. Boljše poznavanje molekul, predvsem miRNA, ki neposredno 
vplivajo na količino Tst v tarčnih tkivih, bi bilo v veliko pomoč pri razvoju učinkovite 
terapije. Ne glede na vse navedene omejitve je namreč jasno, da gen Tst zaradi svoje vloge 
pri debelosti in SBT2 predstavlja terapevtsko tarčo z visokim potencialom za uspešno 
zdravljenje ali celo preprečevanje obeh bolezni, aktivacija njegovega izražanja pa se kljub 
vsemu zdi ena od najperspektivnejših možnosti za razvoj uspešne terapije.  
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5 Zaključek 
 
Gen Tst kot eden redkih genov z dokazano vlogo pri ohranjanju metaboličnega zdravja 
predstavlja potencialno zelo pomembno in zanimivo terapevtsko tarčo za zdravljenje 
debelosti in SBT2, ki sta med najbolj razširjenimi boleznimi sodobnega časa. V diplomskem 
delu smo na podlagi dokazane pozitivne korelacije med povečanim izražanjem gena Tst in 
ohranjanjem metabolično zdravega fenotipa pri miših (in pri ljudeh), zasnovali 
ribonukleoproteinski kompleks sintetične sgRNA_Sy in proteinske fuzije dCas9-VPR za 
povečanje ravni izražanja Tst. Terapija, pri kateri bi aktivirali izražanje Tst, bi delovala 
lokalno in periferno, poleg tega pa z uporabo sistema CRISPR/dCas9-VPR ne bi spremenili 
zaporedja genomske DNA. Vse to bi potencialno omogočalo visoko učinkovitost terapije in 
sorazmerno enostaven nadzor nad neželenimi učinki, kar bi predstavljalo veliko prednost 
pred večino trenutno poznanih terapij za zdravljenje SBT2 in debelosti. Pri delu smo prišli 
do naslednjih ugotovitev oziroma sklepov: 
sgRNA_Sy v sintetični obliki, ki smo jo na podlagi poznavanja regulatornih elementov na 
lokusu Tst zasnovali tako, da se na mišjo genomsko DNA veže 279 bp navzgor od mesta, 
kjer se na komplementarni verigi začne osrednji promotor gena Tst, se na tarčno DNA in 
vitro uspešno veže in omogoča njeno cepitev s proteinom Cas9. 
• Izbrana sgRNA_Sy v celicah HEK293 prepoznava tarčno DNA, vstavljeno v vektor 
pCAG-EGxxFP, in omogoča njeno cepitev s proteinom Cas9. Predpostavljamo, da je ta 
ugotovitev prenosljiva tudi na celične linije mišjega izvora.  
• Proteinska fuzija dCas9-VPR, zapis za katero v celice vnesemo z vektorjem pCMV-
dCas9:NLS:VPR, v celicah NIH3T3 omogoča povečanje izražanja tarčnega gena. 
• Pri poskusu povečanja izražanja Tst s kombinacijo sgRNA_Sy in proteinske fuzije 
dCas9-VPRv celicah NIH3T3 nismo ugotovili statistično značilno (p < 0,05) povečane 
ravni izražanja gena Tst. Najverjetnejši vzroki za to so: 
o prenizka učinkovitost transfekcije 
o neustrezno izbrana tarčna regija za vezavo sgRNA_Sy 
odsotnost konstitutivnega izražanja sgRNA_Sy v celicah zaradi vnosa 
sgRNA_Sy v sintetični obliki   
Kljub temu, da izražanja Tst v mišjih celicah NIH3T3 nismo uspeli statistično značilno 
povečati, smo v diplomskem delu prišli do nekaterih ugotovitev, ki bi lahko predstavljale 
odskočno desko za nadaljnje raziskave in omogočile razvoj uspešne terapije za zdravljenje 
SBT2 in debelosti preko aktivacije izražanja Tst. Ugotovitve, povezane z glavnimi 
pomanjkljivostmi uporabljene metode in izpostavitev ključnih dejavnikov, ki vplivajo na 
učinkovitost aktivacije izražanja genov v mišji celični liniji NIH3T3, lahko služijo tudi kot 
opora pri drugih poskusih povečanja izražanja različnih genov s sistemom CRISPR/dCas9 
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in posledično pri razvoju terapij za različne bolezni, ki bi jih bilo potencialno mogoče 
zdraviti preko vpliva na izražanje genov. 
 
 47 
 
6 Literatura 
 
[1]  “Obesity and overweight”, World Health Organisation. 2018. Dostopno na naslovu: 
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight, [citirano: 10.11.2108]. 
[2]  D.G. Gardner, D.M. Shoback, F.S. Greenspan: Greenspan’s Basic & Clinical Endocrinology. New 
York: McGraw-Hill Medical, 2011, str. 716-746. 
[3] C. WeyerJ. E. FoleyC. BogardusP. A. TataranniR. E. Pratley: Enlarged subcutaneous abdominal 
adipocyte size, but not obesity itself, predicts type II diabetes independent of insulin resistance. 
Diabetologia. 2000, 43, 1498-1506. 
[4] E. J. Gallagher, D. LeRoith: Obesity and Diabetes: The Increased Risk of Cancer and Cancer-Related 
Mortality. Physiol Rev. 2015, 95, 727–748. 
[5]  R. W. O’Rourke: Molecular Mechanisms of Obesity and Diabetes: At the intersection of weight 
regulation, inflammation, and glucose homeostasis. World J Surg. 2009, 33, 2007-2013.  
[6]  J. V. Neel: Diabetes mellitus: a “thrifty” genotype rendered detrimental by “progress”?. Bull World 
Health Orga. 1999, 77, 693-694.  
[7]  T. Shemesh, K. G. Rowley, L. S. Piers, J. D. Best, K. O’Dea: Low high-density lipoprotein-cholesterol 
is the most prevalent metabolic abnormality for Australian Aboriginal men and women even when lean. 
Eur J Cardiovasc Prev Rehabil. 2008, 15, 49-51. 
[8]  R. L Minster, N. L. Hawley, C.-T. Su, G. Sun, E. E. Kershaw, H. Cheng, O. D. Buhule, J. Lin, M. S. 
Reupena, S. Viali, J. Tuitele, T. Naseri, Z. Urban, R. Deka, D. E. Weeks, S. T. McGarvey: A thrifty 
variant in CREBRF strongly influences body mass index in Samoans. Nat Genet. 2016, 48, 1049-1054.  
[9]  M. Kabir, K. J. Catalano, S. Ananthnarayan, S. P. Kim, G. W. Van Citters, M. K. Dea in R. N. Bergman: 
Molecular evidence supporting the portal theory: a causative link between visceral adiposity and hepatic 
insulin resistance. Am J Physiol Metab. 2005, 288, 454-461. 
[10]  P. Peraldi, G. S. Hotamisligil, W. A. Buurman, M. F. White, B. M. Spiegelman: Tumor necrosis factor 
(TNF)-α inhibits insulin signaling through stimulation of the p55 TNF receptor and activation of 
sphingomyelinase. J Biol Chem. 1996, 271, 13018-13022. 
[11]  M. S. H. Akash, K. Rehman, A. Liaqat: Tumor necrosis factor-alpha: role in development of insulin 
resistance and pathogenesis of type 2 diabetes mellitus. J Cell Biochem. 2018, 119, 105-110. 
[12]  J. Ye, Z. Gao, J. Yin, Q. He: Hypoxia is a potential risk factor for chronic inflammation and adiponectin 
reduction in adipose tissue of ob/ob and dietary obese mice. Am J Physiol Metab. 2007, 293, 1118-1128. 
[13]  W. P. Cawthorn, J. K. Sethi: TNF-α and adipocyte biology. FEBS Lett. 2007, 582, 117-131. 
[14]  N. Alkhouri, A. Gornicka, M. P. Berk, S. Thapaliya, L. J. Dixon, S. Kashyap, P. R. Schauer, A. E. 
Feldstein: Adipocyte apoptosis, a link between obesity, insulin resistance, and hepatic steatosis. J Biol 
Chem. 2010, 285, 3428-3438.  
[15]  A. Nieminen: Apoptosis and necrosis in health and disease: role of mitochondria. Int Rev Cytol. 2003, 
224, 29-55.  
[16]  D. W. Haslam, W. P. T. James: Obesity. Lancet. 2005, 366, 1197-1209.  
[17]  F. S. Luppino; L. M. de Wit, P. F. Bouvy, T. Stijnen, P. Cuijpers, B. W. J. H. Penninx, F. G. Zitman: 
Overweight, obesity, and depression: A systematic review and meta-analysis of longitudinal studies. 
Arch Gen Psychiatry. 2010, 67(3), 220-229. 
[18]  C. M. Ripsin, H. Kang, R. J. Urban: Management of blood glucose in type 2 diabetes mellitus. Am Fam 
Physician. 2009, 79, 29-36. 
[19]  F. Pasquier: Diabetes and cognitive impairment: how to evaluate the cognitive status?. Diabetes Metab. 
2010, 36, 100-105. 
 48 
 
[20]  R. J. Henning: Type-2 diabetes mellitus and cardiovascular disease. Future Cardiol. 2018, 14, 491-509. 
[21]  C. Nery, S. R. A. DeMoraes, K. A. Novaes, M. A. Bezerra, P. V. D. C. Silveira, A. Lemos: Effectiveness 
of resistance exercise compared to aerobic exercise without insulin therapy in patients with type 2 
diabetes mellitus: a meta-analysis. Brazilian J Phys Ther. 2017, 21, 400-415.  
[22]  P. Home1, M. Riddle, W. T. Cefalu, C. J. Bailey, R. G. Bretzel, S. del Prato, D. Leroith, G. Schernthaner, 
L. van Gaal in I. Raz: Insulin therapy in people with type 2 diabetes: opportunities and challenges?. 
Diabetes Care. 2014, 37, 1499-1508. 
[23]  “Type 2 diabetes“, Mayo Foundation for Medical Education and Research (MFMER). Dostopno na 
naslovu: https://www.mayoclinic.org/diseases-conditions/type-2-diabetes/diagnosis-treatment/drc-
20351199, [citirano: 10.11.2108]. 
[24]  S. B. Heymsfield, A. S. Greenberg, K. Fujioka, R. M. Dixon, R. Kushner, T.  Hunt, J. A. Lubina, J. 
Patane, B. Self, P. Hunt, M. McCamish: Recombinant leptin for weight loss in obese and lean adults: a 
randomized, controlled, dose-escalation trial. JAMA. 1999, 282, 1568-1575.  
[25]  I. Barroso, M. Gurnell, V. E. Crowley, M. Agostini, J. W. Schwabe, M. A.Soos, G. L. Maslen, T. D. 
Williams, H. Lewis, A. J. Schafer, V. K. Chatterjee, S. O'Rahilly: Dominant negative mutations in 
human PPARγ associated with severe insulin resistance, diabetes mellitus and hypertension. Nature. 
1999, 402, 880-882. 
[26]  J. Ma, J. Ren: peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) in metabolic syndrome and type 2 
diabetes mellitus. Curr Diabetes Rev. 2007, 3, 33-39.  
[27]  G. Zhou, R. Myers, Y. Li, Y. Chen, X. Shen, J. Fenyk-Melody, M. Wu, J. Ventre, T. Doebber, N. Fujii, 
N. Musi, M. F. Hirshman, L. J. Goodyear, D. E. Moller: Role of AMP-activated protein kinase in 
mechanism of metformin action. J Clin Invest. 2001, 108, 1167-1174. 
[28]   X. Zhang, G. Zhang, H. Zhang, M. Karin, H. Bai, D. Cai: Hypothalamic IKKbeta/NF-kappaB and ER 
stress link overnutrition to energy imbalance and obesity. Cell. 2008, 135, 61-73. 
[29]  L. S. Tam, B. Tomlinson, T. T. Chu, T. K. Li, E. K. Li: Impact of TNF inhibition on insulin resistance 
and lipids levels in patients with rheumatoid arthritis. Clin Rheumatol. 2007, 26, 1495-1498. 
[30]   F. C. Huvers, C. Popa, M. G. Netea, F. H. J. van den Hoogen, C. J. Tack: Improved insulin sensitivity 
by anti-TNFα antibody treatment in patients with rheumatic diseases. Ann Rheum Dis. 2007, 66, 558-
559. 
[31]  C. M. Larsen, M. Faulenbach, A. Vaag, A. Vølund, J. A. Ehses, B. Seifert, T. Mandrup-Poulsen in M. 
Y. Donath: Interleukin-1–receptor antagonist in type 2 diabetes mellitus. N Engl J Med. 2007, 356, 
1517-1526. 
[32] M. Yuan, N. Konstantopoulos1, J. Lee, L. Hansen, Z. W. Li, M. Karin, S. E. Shoelson: Reversal of 
obesity- and diet-induced insulin resistance with salicylates or targeted disruption of Ikkβ. Science. 
2001, 293, 1673-1677. 
[33]  F. T. Yazdi, S. M. Clee, D. Meyre: Obesity genetics in mouse and human: back and forth, and back 
again. Peer J. 2015, 3, 856-925. 
[34]  M. O. Goodarzi: Genetics of obesity: what genetic association studies have taught us about the biology 
of obesity and its complications. Lancet Diabetes Endocrinol. 2018, 6, 223-236.  
[35]  H. H. Maes, M. C. Neale, L. J. Eaves: Genetic and environmental factors in relative body weight and 
human adiposity. Behav Genet. 1997, 27, 325-351.  
[36]  Y.Zhang, R. Proenca, M. Maffei, M. Barone, L. Leopold, J. M. Friedman: Positional cloning of the 
mouse obese gene and its human homolog. Nature. 1994, 372, 425-432.  
 [37]  C. T. Montague, I. S. Farooqi, J. P. Whitehead, M. A. Soos, H. Rau, N. J. Wareham, C. P. Sewter, J. E. 
Digby, S. N. Mohammed, J. A. Hurst, C. H. Cheetham, A. R. Earley, A. H. Barnett, J. B. Prins, S. 
 49 
 
O'Rahilly: Congenital leptin deficiency is associated with severe early-onset obesity in humans. Nature. 
1997, 387, 903-908. 
 [38]  I. S. Farooqi, S. A. Jebb, G. Langmack, E. Lawrence, C. H. Cheetham, A. M. Prentice, I. A. Hughes, 
M. A. McCamish, S. O'Rahilly: Effects of recombinant leptin therapy in a child with congenital leptin 
deficiency. N Engl J Med. 1999, 341, 879-884.  
[39]  T. Rankinen, A. Zuberi, Y. C.Chagnon, S. J. Weisnagel, G. Argyropoulos, B. Walts, L. Pérusse, C. 
Bouchard: The human obesity gene map: The 2005 Update. Obesity. 2006, 14, 529-644.  
[40]  “What are genome wide association studies (GWAS)?”, Train On Line, EMBL-EBI. Dostopno na 
naslovu: https://www.ebi.ac.uk/training/online/course/gwas-catalog-exploring-snp-trait-
associations/why-do-we-need-gwas-catalog/what-are-genome, [citirano: 10.11.2108]. 
[41]  E. J. Wood, J. Kendrew, E. Lawrence: The encyclopedia of molecular biology. Oxford: Blackwell 
Science, Biochem Educ. 1994, str. 1165.   
[42]  R. Karki, D. Pandya, R. C. Elston, C. Ferlini: Defining “mutation” and “polymorphism” in the era of 
personal genomics. BMC Med Genomics. 2015, 8, 37-44. 
[43]  G. R. Abecasis, A. Auton, L. D. Brooks, M. A. DePristo, R. M. Durbin, R. E. Handshaker, H. M. Kang, 
G. T. Marth, G. A. McVean: An integrated map of genetic variation from 1,092 human genomes. 
Nature. 2012, 491, 56-65. 
[44]    D. M. Altshuler, R. A. Gibbs, L. Peltonen, D. M. Altshuler, R. A. Gibbs, L. Peltonen, E. Dermitzakis, 
S. F. Schaffner, P. E. Bonnen, P. I. de Bakker, P. Deloikas, S. B. Gabriel, R. Gwilliam, S. Hunt, M. 
Inouye, X. Jia, A. Palotie, M. Parkin, P. Whittaker, F. Yu, K. Chang, A. Hawes, L. R. Lewis, Y. Ren, 
D. Wheeler, D. M. Muzny, C. Barnes, K. Darvishi, M. Hurles, J. M. Korn, K. Kristiansson, C. Lee, S. 
A. McCarrol, J. Nemesh, E. Dermitzakis, A. Keinan, S. B. Montgomery, S. Pollack, A. L. Price, N. 
Soranzo,   P. E. Bonnen, C. Gonzaga-Jauregui, A. Keinan, A. L. Price, V. Anttila, W. Brodeur, M. J. 
Daly, S. Leslie, G. McVean, L. Moutsians, H. Nguyen, S. F. Schaffner, F. Takeuchi, S. R. Grossman, 
I. Shlyakhter, E. B. Hostetter, P. C. Sabetti, C. A. Adebamowo, M. W. Foster, D. R. Gordon, J. Licinio, 
M. C. Manca, P. A. Marshall, I. Matsuda, D. Ngare, V. O. Wang, D. Reddy, C. N. Rotimi, C. D. Royal, 
R. R. Sharp, C. Zeng, L. D. Brooks, J. E. McEwen: Integrating common and rare genetic variation in 
diverse human populations. Nature. 2010, 467, 52-58. 
[45]  A. Herbert, N. P. Gerry, M. B. McQueen, I. M. Heid, A. Pfeufer, T. Illig, H. E. Wichmann, T. Meitinger, 
D. Hunter, F. B. Hu, G. Colditz, A. Hinney, J. Hebebrand, K. Koberwitz, X. Zhu, R. Cooper, K. Ardlie, 
H. Lyon, J. N. Hirschhorn, N. M. Laird, M. E. Lenburg, C. Lange, M. F. Christman: A common genetic 
variant is associated with adult and childhood obesity. Science. 2006, 312, 279-283.  
[46]  T. Fall, E. Ingelsson: Genome-wide association studies of obesity and metabolic syndrome. Mol Cell 
Endocrinol. 2014, 382, 740-757. 
[47]  N. M. Morton, J. Beltram, R. N. Carter, Z. Michailidou, G. Gorjanc, C. McFadden, M. E. Barrios-
Llerena, S. Rodriguez-Cuenca, M. T. Gibbins, R. E. Aird, J. M. Moreno-Navarrete, S.C. Munger, K. L. 
Svenson, A. Gastaldello, L. Ramage, G. Naredo, M. Zeyda, Z. V. Wang, A. F. Howie, A. Saari, P. 
Sipilä, T. M. Stulnig, V. Gudnason, C. J. Kenyon, J. R. Seckl, B. R. Walker, S. P. Webster, D. R. 
Dunbar, G. A. Churchill, A. Vidal-Puig, J. M. Fernandez-Real, V. Emilsson, S. Horvat: Genetic 
identification of thiosulfate sulfurtransferase as an adipocyte-expressed antidiabetic target in mice 
selected for leanness. Nat Med. 2016, 22, 771-780. 
 [48]  J. Beltram, N. M. Morton, T. Kunej, S. Horvat: Construction of an integrative regulatory element and 
variation map of the murine Tst locus. BMC Genet. 2016, 17, 77-90. 
 50 
 
[49]  P. L. Prieto-Hontoria, P. Pérez-Matute, M. Fernández-Galilea, J. A. Martínez, M. J. Moreno-Aliaga: 
Lipoic acid inhibits leptin secretion and Sp1 activity in adipocytes. Mol Nutr Food Res. 2011, 55, 1059-
1069. 
[50]   Y. H. Lee, B. Sauer, P. F. Johnson, F. J. Gonzalez: Disruption of the c/ebp alpha gene in adult mouse 
liver. Mol Cell Biol. 1997, 17, 6014-6022. 
[51]  M. S. Kowalczyk, J. R. Hughes, D. Garrick, M. D. Lynch, J. A. Sharpe, J. A. Sloane-Stanley, S.J. 
McGowan, M. De Gobbi, M. Hosseini, D. Vernimmen, J. M. Brown, N. E. Gray, L. Collavin, R. J. 
Gibbons, J. Flint, S. Taylor, V. J. Buckle, T. A. Milne, W. G. Wood, D. R. Higgs: Intragenic enhancers 
act as alternative promoters. Mol Cell. 2012, 45, 447-458. 
[52]  L. W. Barrett, S. Fletcher, S. D. Wilton: Regulation of eukaryotic gene expression by the untranslated 
gene regions and other non-coding elements. Cell Mol Life Sci. 2012, 69, 3613-3634. 
[53]  F. Cunningham, P. Achuthan, W. Akanni, J. Allen, M. R. Amode, I. M. Armean, R. Bennett, J. Bhai, 
K. Billis, S. Boddu, C. Cummins, C. Davidson, K. J. Dodiya, A. Gall, C. G. Girón, L. Gil, T. Grego, L. 
Haggerty, E. Haskell, T. Hourlier, O. G. Izuogu, S. H. Janacek, T. Juettemann, M. Kay, M. R. Laird, I. 
Lavidas, Z. Liu, J. E. Loveland, J. C. Marugán, T. Maurel, A. C. McMahon, B. Moore, J. Morales, J. 
M. Mudge, M. Nuhn, D. Ogeh, A. Parker, A. Parton, M. Patricio, A. I. A. Salam, B. M. Schmitt, H. 
Schuilenburg, D. Sheppard, H. Sparrow, E. Stapleton, M. Szuba, K. Taylor, G. Threadgold, A. 
Thormann, A. Vullo, B. Walts, A. Winterbottom, A. Zadissa, M. Chakiachvili, A. Frankish, S. E. Hunt, 
M. Kostadima, N. Langridge, F. J. Martin, M. Muffato, E. Perry, M. Ruffier, D. M. Staines, Stephen. J. 
Trevanion, B. L. Aken, A. D. Yates, D. R. Zerbino in P. Flicek: Ensembl 2019.  Nucleic Acids Res. 2019, 
47, D745–D751. 
 [54]  M. Wróbel, H. Jurkowska, L. Sliwa, Z. Srebro: Sulfurtransferases and cyanide detoxification in mouse 
liver, kidney, and brain. Toxicol Mech Methods. 2004, 14, 331-337. 
[55]  D. L. Nandi, P. M. Horowitz, J. Westley: Rhodanese as a thioredoxin oxidase. Int J Biochem Cell Biol. 
2000, 32, 465-473. 
[56]  R. Wang: Physiological implications of hydrogen sulfide: a whiff exploration that blossomed. Physiol 
Rev. 2012, 92, 791-896.  
[57]  S. Pagani, Y. M. Galante: Interaction of rhodanese with mitochondrial NADH dehydrogenase. Biochim 
Biophys Acta - Protein Struct Mol Enzymol. 1983, 742, 278-284.  
[58]  F. Bonomi, S. Pagani, P. Cerletti, C. Cannella: Rhodanese-mediated sulfur transfer to succinate 
dehydrogenase. Eur J Biochem. 1977, 72, 17-24. 
[59]  A. Smirnov, C. Comte, A. M. Mager-Heckel, V. Addis, I. A. Krasheninnikov, R. P. Martin, N. Entelis 
in I. Tarassov: Mitochondrial enzyme rhodanese is essential for 5 S ribosomal RNA import into human 
mitochondria. J Biol Chem. 2010, 285, 30792-30803. 
[60]  A. I. Rupérez, A. Gil, C. M. Aguilera: Genetics of oxidative stress in obesity. Int J Mol Sci. 2014, 15, 
3118-3144.  
[61]  T. Yamauchi, J. Kamon, Y. Minokoshi, Y. Ito, H. Waki, S. Uchida, S. Yamashita, M. Noda, S. Kita, K. 
Ueki, K. Eto, Y. Akanuma, P. Froguel, F. Foufelle, P. Ferre, D. Carling, S. Kimura, R. Nagai, B.B. 
Kahn, T. Kadowaki: Adiponectin stimulates glucose utilization and fatty acid oxidation by activating 
AMP-activated protein kinase. Nature Medicine.  2002, 8, 1288–1295. 
[62]  L. Hue, H. Taegtmeyer: The Randle cycle revisited: a new head for an old hat. Am J Physiol Endocrinol 
Metab. 2009, 297, 578-591.  
[63]  P. J. Randle, P. B. Garland, C. N. Hales, E. A. Newsholme: The glucose fatty-acid cycle its role in 
insulin sensitivity and the metabolic disturbances of diabetes mellitus. Lancet. 1963, 281, 785-789. 
[64]  P. Mali, L. Yang, K. M. Esvelt, J. Aach, M. Guell, J. E. DiCarlo, J. E. Norville, G. M. Church: RNA-
guided human genome engineering via Cas9. Science. 2013, 339, 823-826. 
 51 
 
[65]  L. Cong, F. A. Ran, D. Cox, S. LIn, R. Barretto, N. Habib, P. D. Hsu, X. Wu, W. Jiang, L. A. Marraffini, 
and F. Zhang: Multiplex genome engineering using CRISPR/Cas systems. Science. 2013, 339, 819-823.  
[66]  R. Sapranauskas, G. Gasiunas, C. Fremaux, R. Barrangou, P. Horvath, V. Siksnys: The Streptococcus 
thermophilus CRISPR/Cas system provides immunity in Escherichia coli. Nucleic Acids Res. 2011, 39, 
9275-9282. 
[67]  R. Barrangou, C. Fremaux, H. Deveau, M. Richards, P. Boyaval, S. Moineau, D. A. Romero, P. 
Horvath: CRISPR provides acquired resistance against viruses in prokaryotes. Science. 2007, 315, 
1709-1712. 
[68]  M. Jinek, K. Chylinski, I. Fonfara, M. Hauer, J. A. Doudna, E. Charpentier: A programmable dual-
RNA–guided DNA endonuclease in adaptive bacterial immunity. Science. 2012, 337, 816-821. 
[69]  K. S. Makarova, Y. I. Wolf, O. S. Alkhnbashi, F. Costa, S. A. Shah, S.  J. Saunders, R. Barrangou, S. J. 
J. Brouns, E. Charpentier, D. H. Haft, P. Horvath, S. Moineau, J. Francisco, M. Mojica, R. M. Terns, 
M. P. Terns, M. F. White, A. F. Yakunin, R. A. Garrett, J. van der Oost, R. Backofen in E. V. Koonin: 
An updated evolutionary classification of CRISPR–Cas systems. Nat Rev Microbiol. 2015, 13, 722-
736. 
[70]  F. A. Ran, P. D. Hsu, J. Wright, V. Agarwala, D. A. Scott, F. Zhang: Genome engineering using the 
CRISPR-Cas9 system. Nat Protoc. 2013, 8, 2281-2308. 
[71]  J. A. Doudna, E. Charpentier: The new frontier of genome engineering with CRISPR-Cas9. Science. 
2014, 346, 1077-1088. 
[72]  C. Anders, O. Niewoehner, A. Duerst, M. Jinek: Structural basis of PAM-dependent target DNA 
recognition by the Cas9 endonuclease. Nature. 2014, 513, 569-573. 
[73]  T. Sakuma, A. Nishikawa, S. Kume, K. Chayama, T. Yamamoto: Multiplex genome engineering in 
human cells using all-in-one CRISPR/Cas9 vector system. Sci Rep. 2014, 4, 5400-5406.  
[74]  M. Jinek, A. East, A. Cheng, S. Lin, E. M, J. Doudna: RNA-programmed genome editing in human 
cells. Weigel D, ed. Elife. 2013, 2, 471-480.  
[75]  Y. Mei, Y. Wang, H. Chen, Z. S. Sun, X-D Ju: Recent progress in CRISPR/Cas9 technology. J Genet 
Genomics. 2016, 43, 63-75. 
[76]  H. Nishimasu, F. A. Ran, P. D. Hsu, S. Konermann, S. I. Shehata, N. Dohmae, R. Ishitani, F. Zhang, O. 
Nureki: Crystal structure of Cas9 in complex with guide RNA and target DNA. Cell 2014, 156, 935-
949. 
[77]  M. Jinek, F. T. Jiang, D. W. Taylor, S. H. Sternberg, E. Kaya, E. Ma, C. Anders, M. Hauer, K. Zhou, S. 
Lin, M. Kaplan, A. T. Iavarone, E. Charpentier, E. Nogales, J. A. Doudna: Structures of Cas9 
endonucleases reveal RNA-mediated conformational activation. Science. 2014, 343, 1215-1228. 
[78]  S. Gong, H. H. Yu, K. A. Johnson, D. W. Taylor: DNA unwinding is the primary determinant of 
CRISPR-Cas9 activity. Cell Rep. 2018, 22, 359-371. 
[79]  F. Jiang, K. Zhou, L. Ma, S. Gressel, J.A. Doudna: A Cas9–guide RNA complex preorganized for target 
DNA recognition. Science. 2015, 348, 1477-1481. 
[80]   S. H. Sternberg, S. Redding, M. Jinek, E. C. Greene, J. A. Doudna: DNA interrogation by the CRISPR 
RNA-guided endonuclease Cas9. Nature. 2014, 507, 62-69. 
[81]  P. Cavanagh in M. Garrity: “CRISPR Mechanism”, CRISPR/Cas9, Tufts University. 2014. 
Dostopno na naslovu: https://sites.tufts.edu/crispr/crispr-mechanism/, [citirano: 10.11.2018]. 
[82]  “How CRISPR works”. 2018. Dostopno na naslovu: https://www.genecopoeia.com/product/crispr-
cas9/, [citirano: 10.11.2018]. 
[83]  N. Savić, G. Schwank: Advances in therapeutic CRISPR/Cas9 genome editing. Transl Res. 2016, 168, 
15-21. 
 52 
 
[84]  D. Mashiko, Y. Fujihara, Y. Satouh, H. Miyata, A. Isotani, M. Ikawa: Generation of mutant mice by 
pronuclear injection of circular plasmid expressing Cas9 and single guided RNA. Sci Rep. 2013, 3, 
3355-3361. 
[85]  H. Wang, M. La Russa, L.S. Qi: CRISPR/Cas9 in Genome Editing and Beyond. Annu Rev Biochem. 
2016, 85, 227-264. 
[86]  G. Gasiunas, R. Barrangou, P. Horvath, V. Siksnys: Cas9-crRNA ribonucleoprotein complex mediates 
specific DNA cleavage for adaptive immunity in bacteria. Proc Natl Acad Sci U S A. 2012, 109, 2579-
2586. 
[87]  L. S. Qi, M. H. Larson, L. A. Gilbert, J. A. Doudna, J. S. Weissman, A. P. Arkin, W. A. Lim.: 
Repurposing CRISPR as an RNA-guided platform for sequence-specific control of gene expression. 
Cell. 2013, 152, 1173-1183. 
[88]  A. Lo, L. Qi: Genetic and epigenetic control of gene expression by CRISPR-Cas systems. [version 1; 
peer review: 3 approved]. F1000Research. 2017, 6, 747-793. 
[89]  J. Ma: Transcriptional activators and activation mechanisms. Protein Cell. 2011, 2, 879-888. 
[90]  M. E. Tanenbaum, L. A. Gilbert, L. S. Qi, J. S. Weissman, R. D. Vale: A protein-tagging system for 
signal amplification in gene expression and fluorescence imaging. Cell. 2014, 159, 635-646. 
[91]  A. Chavez, J. Scheiman, S. Vora, B. W. Pruitt, M. Tuttle, E. P. R. Iyer, S. Lin, S. Kiani, C. D. Guzman, 
D. J. Wiegand, D. Ter-Ovanesyan, J. L Braff, N. Davidsohn, B. E. Housden, N. Perrimon, R. Weiss, J. 
Aach, J. J. Collins in G. M. Church: Highly efficient Cas9-mediated transcriptional programming. Nat 
Methods. 2015, 12, 326-328.  
[92]  J. Hu, Y. Lei, W. K. Wong, S. Liu, K. C. Lee, X. He, W. You, R. Zhou, J. T. Guo, X. Chen, X. Peng, 
H. Sun, H. Huang, H. Zhao, B. Feng: Direct activation of human and mouse Oct4 genes using 
engineered TALE and Cas9 transcription factors. Nucleic Acids Res. 2014, 42, 4375-4390. 
[93]  K. Labun, T. G. Montague, J. A. Gagnon, S. B. Thyme, E. Valen: CHOPCHOP v2: A web tool for the 
next generation of CRISPR genome engineering. Nucleic Acids Res. 2016, 44, 272-276. 
[94]  “CRISPR design tool”, Synthego. Dostopno na naslovu: 
https://www.synthego.com/products/bioinformatics/crispr-design-tool, [citirano: 5.12.2018]. 
[95]  Y. Fujihara, M. Ikawa: The Use of CRISPR/Cas9, ZFNs, and TALENs in generating site-specific 
genome alterations, poglavje 15: CRISPR/Cas9-based genome editing in mice by single plasmid 
injection. Cambridge: Academic Press, 2014, str. 323. 
[96]  I. J. Delgado-Orlic: “Preparation of competent E. coli cells using CaCl2”, Protocols Index. Dostopno 
na naslovu:  http://ivaan.com/protocols/135.html, [citirano: 10.11.2108]. 
[97]  SOC Medium for E. coli. Cold Spring Harb Protoc. 2012, doi:10.1101/pdb.rec069732. 
[98]  LB (Luria-Bertani) liquid medium. Cold Spring Harb Protoc . 2006, doi:10.1101/pdb.rec8141. 
[99]  Agar plates with LB medium and ampicillin (50 μg/mL). Cold Spring Harb Protoc. 2011, 
doi:10.1101/pdb.rec12396. 
[100]  T. Durfee, R. Nelson, S. Baldwin, G. Plunkett, V. Burland, B. Mau, J. F. Petrosino, X. Qin, D. M. 
Muzny, M. Ayele, R. A. Gibbs, B. Csörgő, G. Pósfai, G. M. Weinstock, F. R. Blattner: The complete 
genome sequence of Escherichia coli DH10B: insights into the biology of a laboratory workhorse. J 
Bacteriol. 2008, 190, 2597-2606. 
[101]  S. Kumar, G. Stecher, M. Li, C. Knyaz, K. Tamura: MEGA X: Molecular evolutionary genetics analysis 
across computing platforms. Mol Biol Evol. 2018, 35, 1547-1549. 
[102] T. D. Schmittgen, K. J. Livak: Analyzing real-time PCR data by the comparative CT method. Nat 
Protoc. 2008, 3, 1101-1108. 
 53 
 
[103]  S. A. Bustin, V. Benes, J. A. Garson, J. Hllemans, J. Huggett, M. Kubista, R. Mueller, T. Nolan, M. W. 
Pfaffl, G. L. Shipley, J. Vandesompele, C. T. Wittwer: The MIQE guidelines: minimum information 
for publication of quantitative real-time PCR experiments. Clin Chem. 2009, 55, 611-622. 
 [104]  M. Lee, K. Chea, R. Pyda, M. Chua, I. Dominguez: Comparative analysis of non-viral transfection 
methods in mouse embryonic fibroblast cells. J Biomol Tech. 2017, 28, 67-74. 
[105]  C. Wu,  C. Orozco, J. Boyer, M. Leglise, J. Goodale, S. Batalov, C. L. Hodge, J. Haase, J. Janes, J. W. 
Huss, A. I. Su: BioGPS: an extensible and customizable portal for querying and organizing gene 
annotation resources. Genome Biol. 2009, 10, R130.1-R130.8. 
[106]  R. Cencic, H. Miura, A. Malina, F. Robert, S. Ethier, T. M. Schmeing, J. Dostie, J. Pelletier: Protospacer 
adjacent motif (PAM)-distal sequences engage CRISPR Cas9 DNA target cleavage. PLoS One. 2014, 
9, e109213-e109226. 
[107] A. T. Raper, A. A. Stephenson, Z. Suo: Functional insights revealed by the kinetic mechanism of 
CRISPR/Cas9. Journal of the American Chemical Society. 2018, 140, 2971-2984. 
[108]  G. Backliwal, M. Hildinger, V. Hasija, F. M. Wurm: High-density transfection with HEK-293 cells 
allows doubling of transient titers and removes need for a priori DNA complex formation with PEI. 
Biotechnol Bioeng. 2008, 99, 721-727. 
[109]  B. Kozera, M. Rapacz: Reference 0genes in real-time PCR. J Appl Genet. 2013, 54:391-406. 
[110]  T.D. Schmittgen, B. A. Zakrajsek. Effect of experimental treatment on housekeeping gene expression: 
validation by real-time, quantitative RT-PCR. J Biochem Biophys Methods. 2000, 46, 69-81. 
[111]  A. Perrin, J. Rousseau, J. P. Trremblay: Increased expression of laminin subunit alpha 1 chain by dCas9-
VP160. Mol Ther Nucleic Acids. 2017, 6, 68-79. 
[112]  C. Hsu, H. Uludag: Nucleic-acid based gene therapeutics: delivery challenges and modular design of 
nonviral gene carriers and expression cassettes to overcome intracellular barriers for sustained targeted 
expression. J Drug Target. 2012, 20, 301-328. 
[113]  D. Lainšček, L. Kadunc, M. Maček-Keber, I. Hafner-Bratkovič, R. Romih, R. Jerala: Delivery of an  
           artificial transcription regulator dCas9-VPR by extracellular vesicles for therapeutic gene activation.  
         ACS Synth Biol. 2018, 7, 2715–2725. 
[114]  R. Rouet, D. Christ: Efficient intracellular delivery of CRISPR-Cas ribonucleoproteins through  
           receptor mediated endocytosis. ACS Chem. Biol. 2019, 14, 554–561. 
[115]    E. Y. Cho, J. Y. Ryu, H. A. R. Lee, S. H. Hong, H. S. Park, K. S. Hong, S. G. Park, H. P. Kim, T. J.  
            Yoon: Lecithin nano-liposomal particle as a CRISPR/Cas9 complex delivery system for treating type  
            2 diabetes. J Nanobiotechnology. 2019, 17, 19-31. 
 
 
 
  
 
Priloga 1: Vektorska karta vektorja pCAG-EGxxFP 
(Addgene #50716) 
 
  
5' -fragment EGFP 
(1741-2343) 
3'- fragment EGFP 
(2494-2979) 
MCS 
  
 
Priloga 2: Vektorska karta vektorja pCMV-dCas9:NLS:VPR 
 
 
 
 
 
  
 
Priloga 3: Vektorska karta vektorja pX330-U6-Chimeric_BB-
CBh-hSpCas9 (Addgene #42230) 
 
 
            
 
 
BbsI 
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Priloga 4: Celotna zaporedja, dobljena pri določanju 
nukleotidnih zaporedij   
 
> Amplikon iz EGxxFP_Sy; sekvenčna reakcija z začetnim oligonukleotidom 
EGxxFP.F 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGNCNNGCTGCTGNCNACACCACTGAGGATCCGGCGGTACAATGG
TGCGGGCCACTTGANAANNCTCCCGGCTCCTGGTTTGAACCCTCCAGCTTCTTCGGAGCGCAAGGGCGAGTGC
CAGCCCAGCTACTTTTGCGACTGAGTGCAGCGAGCCGCCCAGGATGGAGCCGCTAGCTGGGTCCTGGCGAAAG
CAGGGCAGAGTGCCTGGAGCCCTTTCACCGGAATTGGACATTCTAGAAGCCAGAGAACTCTGGCTGCAAGAAA
CGAAAGCAGAAGGGTAATCAGTGCGCCCGGAGAGGCGACTGGAAGGCCATCTCTGACTTGTGTTTGTTTTTCC
CATTCTTGAAGACAGAGTCCTGAGCCAGCCCCTCCCACCAATTTGCTGCTATAGTAATGCACCGAAGCTCTTA
GCCACGCCCACCGAATTCGATATCGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGC
CCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCANNNNNNTCAANCCGCTACCCCGACCACATGAAG
NANNNNNNAN 
Z rumeno je osenčeno zaporedje, ki je enako kot zapis za vmesniško zaporedje sgRNA_Sy in komplementarno 
tarčnemu zaporedju na komplementarni verigi DNA na vektorju EGxxFP_Sy. 
> Amplikon iz EGxxFP_Sy; sekvenčna reakcija z začetnim oligonukleotidom 
EGxxFP.R 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNCANCCCNNGTCANGNNGGTCNCGANGGTGGGCCAGGGCA
CGGGCAGCTTGCCGGTGGTGCAGATGAACTTCAGGGTCAGCTTGCCGATATCGAATTCGGTGGGCGTGGCTAA
GAGCTTCGGTGCATTACTATANCNNCNNANTNGGTGGGAGGGGCTGGCTCAGGACTCTGTCTTCAAGAATGGG
AAAAACAAACACAAGTCAGAGATGGCCTTCCAGTCGCCTCTCCGGGCGCACTGATTACCCTTCTGCTTTCGTT
TCTTGCAGCCAGAGTTCTCTGGCTTCTAGAATGTCCAATTCCGGTGAAAGGGCTCCAGGCACTCTGCCCTGCT
TTCGCCAGGACCCAGCTAGCGGCTCCATCCTGGGCGGCTCGCTGCACTCAGTCGCAAAAGTAGCTGGGCTGGC
ACTCGCCCTTGCGCTCCGAAGAAGCTGGAGGGTTCAAACCAGGAGCCGGGAGGGTTCTCAAGTGGCCCGCACC
ATTGTACCGCCGGATCCTCAGTGGTTGTCGGGCANCANCNACGGGGCCGTCNCCGATGGGGGTGNTNNNNNNN
NNNANNNNNN 
 
Z rumeno je osenčeno tarčno zaporedje za vezavo sgRNA_Sy. 
 
>Amplikon iz pX330_Sy; sekvenčna reakcija z začetnim oligonukleotidom 
pX330.F 
NNNNNNNNNNNNNNNCNNGCTGTTAGAGAGANAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTACNTA
CAAAATACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACT
ATCATATGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACAC
CGGTAATCAGTGCGCCCGGAGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTT
GAAAAAGTGGCACCGAGTCGGTGCTTTNNN 
Z rumeno je označeno vmesniško, z zeleno pa ogrodno zaporedje sgRNA_Sy. 
>Amplikon iz pX330_T2; sekvenčna reakcija z začetnim oligonukleotidom 
pX330.F 
NNNNNNNNNNNNNGCTGTTANAGAGNNAATTGGAATTAATTTGACTGTAAACACAAAGATATTAGTACAAAAT
ACGTGACGTAGAAAGTAATAATTTCTTGGGTAGTTTGCAGTTTTAAAATTATGTTTTAAAATGGACTATCATA
TGCTTACCGTAACTTGAAAGTATTTCGATTTCTTGGCTTTATATATCTTGTGGAAAGGACGAAACACCGAACC
TCCGTCTGGAAGACACGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGGCTAGTCCGTTATCAACTTGAAAA
AGTGGCACCGAGTCGGNNNGCTTTTTTAA 
 
Z vijoličasto je označeno vmesniško, z zeleno pa ogrodno zaporedje sgRNA_Sy. 
  
 
Priloga 5: Podatki o standardnih odmikih (SD) umeritvenih 
krivulj za izračun učinkovitosti začetnih oligonukleotidov, 
uporabljenih pri qPCR 
 
 
mACTB.F1/mACTB.R1 
redčitev povprečni CT v triplikatu SD 
1 15,784 0,070 
0,5 16,488 0,111 
0,2 17,966 0,085 
0,1 19,080 0,034 
0,2 21,304 0,381 
0,01 22,370 0,128 
0,001 25,506 0,270 
0,0001 29,210 0,259 
 
 
 
 
mTST.F1/mTST.R1 
redčitev povprečni CT v triplikatu SD 
1 18,500 0,171 
0,5 19,194 0,150 
0,2 20,568 0,130 
0,1 21,684 0,080 
0,02 23,991 0,016 
0,01 24,782 0,138 
0,001 27,867 0,055 
0,0001 / / 
 
 
 
 
 
 
 
mOCT.F1/mOCT.R1 
redčitev povprečni CT v triplikatu SD 
1 16,34166667 0,071 
0,5 17,59866667 0,086 
0,2 17,70866667 0,036 
0,1 19,68666667 0,083 
0,2 22,15733333 0,081 
0,01 22,13766667 0,078 
0,001 25,66566667 0,039 
0,0001 28,97933333 0,071 
mB2M.F1/mB2M.R1 
redčitev povprečni CT v triplikatu SD 
1 14,690 0,097 
0,5 15,288 0,047 
0,2 16,764 0,040 
0,1 17,747 0,152 
0,02 20,042 0,044 
0,01 20,817 0,286 
0,001 24,326 0,038 
0,0001 28,268 0,037 
mGAPDH.F1/mGAPDH.R1 
redčitev povprečni CT v triplikatu SD 
1 15,310 0,058 
0,5 16,095 0,161 
0,2 17,734 0,145 
0,1 18,651 0,046 
0,2 20,903 0,089 
0,01 21,548 0,067 
0,001 25,001 0,113 
0,0001 28,786 0,146 
